




















































































































































































































































































der	 Weltgesundheitsorganisation	 in	 WHO-Grad	 I-IV	 eingestuft	 (Louis	 et	 al.,	 2007;	
Louis	et	al.,	2016).	 Das	 WHO	 Grading-System	 für	 Gliome	 baut	 auf	 den	 histologisch	
bestimmbaren	 Parametern	 wie	 Mitoseindex,	 Nekrose,	 Zelldichte,	 Zellatypien	 und	
Vaskularisation	auf.	Am	häufigsten	sind	astrozytäre	Gliome,	welche	sich	von	Astrozyten	bzw.	
residualen	 neuroglialen	 Stammzellen	 ableiten.	 Das	WHO	 System	 unterscheidet	 vier	 Grade	
astrozytärer	Gliome.	Grad	I	 Astrozytome	 (pilozytische	Astrozytome)	 sind	 benigne,	 langsam	
wachsende	 Tumore	 welche	 keine	 Tendenz	 zur	 Progression	 aufzeigen	 und	 welche	 durch	
operative	 Maßnahmen	 therapiert	 werden	 können.	 Grad	II	 Astrozytome	 weisen	 klinisch	
ebenfalls	 ein	 langsames	 Wachstum	 auf,	 wachsen	 jedoch	 invasiv	 und	 destruierend,	 und	
neigen	 nach	 operativer	 Entfernung	 zur	 Ausbildung	 von	 Rezidiven,	 welche	 sich	 zu	 Grad	 III	
oder	IV	Tumoren	entwickeln	können.	Bei	Grad	III	Astrozytomen	präsentiert	sich	ein	deutlich	




der	 astrozytären	 Gliome	 dar.	 Sie	 sind	 durch	 ein	 stark	 entdifferenziertes	 Gewebe	 mit	
Nekrosen,	 Kernatypien	 und	 hoher	 mitotischer	 Aktivität	 gekennzeichnet.	 Diese	 Tumore	
wachsen	 destruierend	 und	 infiltrativ	 in	 die	 Nachbarstrukturen	 ein	 und	 haben	 die	
schlechteste	 Prognose,	 da	 sie	 nach	 dem	 jetzigen	 Stand	 nicht	 kurativ	 therapierbar	 sind,	
sondern	 nur	 eine	 palliative	 Therapie	 zur	 Verfügung	 steht	 (Louis	 et	 al.,	 2007;	
Westphal	et	al.,	2011;	Ohgaki	et	al.,	2009).	
Glioblastome	 können	 sich	 de	 novo	 (primäre	 Glioblastome)	 oder	 durch	 Progression	
(sekundäre	 Glioblastome)	 aus	 niedriggradigen	 Astrozytomen	 (WHO-Grad	II)	 oder	
anaplastischen	Astrozytomen	(WHO-Grad	III)	entwickeln	(Kanu	et	al.,	2009).	Über	90	%	der	
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Glioblastome	 sind	 primären	 Ursprungs	 mit	 einem	 Altersgipfel	 von	 62	 Jahren.	
EGFR-Amplifikationen,	 p16INK4a-Deletionen,	 und	 PTEN-Mutationen	 sind	 kennzeichnende	
genetische	 Veränderungen	 von	 primären	 Glioblastomen	 (Ohgaki	 et	 al.,	 2007).	 Sekundäre	
Glioblastome	 zeigen	Mutationen	 der	 IDH1	 oder	 IDH2	 und	 TP	 53-Mutationen	 als	 häufigste	
nachweisbare	 genetische	Veränderungen	und	 treten	mit	 einem	Altersgipfel	 von	45	 Jahren	
auf	(Aldape	et	al.,	2015)	(Abb.	1.1).	
Watanabe	et	al.	konnten	erstmals	1996	signifikant	erhöhte	EGFR	Konzentration	in	63	%	der	
von	 ihnen	 untersuchten	 primären	 Glioblastome,	 jedoch	 nur	 vereinzelt	 in	 sekundären	
Glioblastomen	 (10	 %)	 nachweisen	 (Watanabe	 et	 al.,	 1996).	 Demgegenüber	 traten	
inaktivierende	TP53-Mutationen	bei	 zwei	Drittel	der	 sekundären	Glioblastome	 (67	%)	aber	
nur	selten	bei	primären	Glioblastomen	(11	%)	auf	(Watanabe	et	al.,	1996).	Aufgrund	der	sich	
ausschließenden	 EGFR-Überexpression	und	TP53-Mutationen	postulierten	Watanabe	 et	 al.	
sich	unterscheidende	Entwicklungswege	 von	primären	und	 sekundären	Glioblastomen,	 die	
nachfolgend	durch	zahlreiche	Unteruchungen	gestützt	wurden.	So	ist	das	PTEN–Gen,	das	ein	
Protein	mit	Tumorsuppressoreigenschaften	kodiert,	 in	15-40	%	der	primären	Glioblastome	
mutiert,	 wohingegen	 sekundäre	 Glioblastome	 nur	 selten	 PTEN-Mutationen	
zeigen	(Ohgaki	et	al.,	2004,	Ohgaki	et	al.,	2009).	Die	TP53	Funktion	wird	durch	zwei	weitere	
Proteine	 reguliert:	MDM2,	 ein	 Protein	 das	 den	 TP53	 Abbau	 initiiert,	 und	 p14ARF,	 das	 den	
MDM2	vermittelten	TP53	Abbau	hemmt.	Eine	MDM2-Amplifikation	lässt	sich	ausschließlich	
in	 Gliomen	 primärer	 Genese	 ohne	 TP53-Mutationen	 feststellen.	 In	 sekundären	
Glioblastomen	 findet	 man	 häufiger	 eine	 Hypermethylierung	 des	





10	 für	 diese	 Tumore	 typisch	 ist	 (Ichimura	 et	 al.,1998;	 Ohgaki	 et	 al.,	 2007;	
Ohgaki	et	al.,	2013).	 In	 der	 Progression	 diffuser	 Astrozytome	 tritt	 ein	 Verlust	 des	
Chromosoms	19q	auf,	der	demzufolge	in	über	50	%	der	sekundären	Glioblastome	aber	nur	in	
6	%	 der	 de	 novo	 entstehenden	 Glioblastome	 zu	 finden	 ist	 (Ohgaki	 et	 al.,	 2009;	




Patienten	 ist	 länger	 als	 bei	 Tumoren	 ohne	 diese	 genetische	 Veränderung	
(Brandner	et	al.,	2015).	
Da	man	histologisch	nicht	immer	in	der	Lage	ist,	die	Glioblastome	eindeutig	zu	klassifizieren,	
werden	 seit	 2016	 auch	 molekulargenetische	 Unterschiede	 für	 die	 Klassifikation	 genutzt	
(Louis	 et	 al.,	 2016).	 Von	 Parsons	 et	 al.	 wurden	 erstmals	 Mutationen	 im	 IDH1	 Gen	 bei	
Glioblastomen	 mit	 einer	 Häufigkeit	 von	 12	%	 beschrieben	 (Parsons	 et	 al.,	 2008).	 Die	
IDH1-Mutation	an	Position	132	 (R132H)	 tritt	 in	70	%	der	WHO	Grad	 II	und	 III	Astrozytome	
und	 in	 den	 daraus	 entstehenden	 sekundären	 Glioblastomen	 auf	 (Yan	 et	 al.,	 2009).	 Diese	
Mutation	 hat	 sich	 als	 zuverlässiger	 Marker	 etabliert,	 um	 primäre	 von	 sekundären	




In	 der	 Novellierung	 der	 WHO-Klassifikation	 der	 Hirntumore	 von	 2016	 werden	 neben	 der	
bereits	 etablierten	 histologischen	 Graduierung,	 zusätzlich	 molekularbiologische	 Marker	 in	
der	Diagnostik	eingesetzt.	Dabei	wird	bei	diffusen	Astrozytomen	(Grad	II),	bei	anaplastischen	
Astrozytomen	 (Grad	 III)	 und	 bei	 Glioblastomen	 (Grad	 IV)	 der	 Genotyp	 IDH-Mutante	 bzw.	
IDH-Wildtyp	 berücksichtigt,	 wobei	 die	 IDH-Mutationen	 das	 IDH1	 oder	 das	 IDH2	 Gen	
betreffen	 können.	Wenn	 eine	 genaue	Diagnostik	 nicht	möglich	 ist,	 so	wird	 die	 zusätzliche	
Diagnose	 NOS	 (not	 otherwise	 specified)	 vergeben.	 Die	Mehrheit	 der	 Grad	 II	 und	 Grad	 III	
Astrozytome	kann	der	Gruppe	mit	IDH-Mutationen	zugeordnet	werden.	Glioblastome	(WHO	
Grad	IV)	sind	in	90	%	der	Fälle	IDH-Wildtyp-Tumore,	die	sehr	häufig	klinisch	diagnostizierten	
primären	 Glioblastomen	 entsprechen.	 Nur	 etwa	 10	 %	 der	 Glioblastome	 tragen	
IDH-Mutationen	 und	 können	 in	 der	 Mehrzahl	 den	 sekundären	 Glioblastomen	 zugeordnet	
werden	(Louis	et	al.,	2016).	
Unabhängig	 vom	 Entstehungsweg	 haben	 Glioblastompatienten	 bei	 Behandlung	 mit	
standardmäßiger	 Chemo-und	 Radiotherapie	 eine	 7-15	 monatige	 mittlere	 Überlebenszeit	
(Preusser	 et	 al.,	 2011).	 Die	 Überlebenszeit	 von	 Patienten	 mit	 primären	 und	 sekundären	
Glioblastomen	unterscheidet	sich	wesentlich.	 In	einer	 früheren	Studie	wurde	bei	Patienten	
mit	 klinisch	 diagnostizierten	 de	 novo	 Tumoren	 ohne	 Berücksichtigung	 der	 Art	 der	
Behandlung	 eine	 durchschnittliche	 Überlebenszeit	 von	 4,7	Monaten	 festgestellt,	 während	
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Patienten	mit	sekundären	Glioblastomen	im	Durchschnitt	nach	7,8	Monaten	an	den	Folgen	
ihrer	 Erkrankung	 verstarben.	 In	 einer	 neueren	 Untersuchung	 wurde	 für	
Glioblastompatienten	 mit	 IDH1	 Mutationen,	 die	 vor	 allem	 bei	 sekundären	 Glioblastomen	
vorkommen,	eine	mittlere	Überlebenszeit	von	27,1	Monaten	angegeben,	Patienten	mit	IDH1	
Wildtyp-Tumoren	 überlebten	 nur	 11,3	Monate	 bei	 gleicher	 Behandlung	mit	 Radiotherapie	
(Ohgaki	und	Kleihues,	2013,	Review).	Die	Therapie	der	ersten	Wahl	 für	Glioblastome	stellt	
eine	 operative	 Tumorresektion	 mit	 anschließender	 adjuvanter	 Radio-Chemotherapie	 dar.	
Jedoch	 ist	 aufgrund	 des	 infiltrativen	 Wachstumsverhaltens	 häufig	 keine	 völlige	
Tumorentfernung	möglich,	was	zu	Redzidivtumoren	führt	(Ohgaki	et	al.,	2005).	
Die	 molekularbiologischen	 Veränderungen	 der	 Glioblastomzellen	 wurden	 in	 zahlreichen	
vorklinischen	Studien	genutzt,	um	gezielt	neue	Strategien	und	Pharmaka	für	die	Therapie	der	
Glioblastome	 zu	 entwickeln.	 Es	 ist	 bekannt,	 dass	 die	 Therapieresistenz	 von	Glioblastomen	
auf	eine	verstärkte	Autophagozytose	der	Glioblastomzellen	zurückzuführen	ist.	Autophagie-
assoziierte	 Proteine	 wie	 DRAM1	 und	 p62/SQSTM1,	 die	 in	 erhöhter	 Konzentration	 in	
Glioblastomen	 nachweisbar	 sind,	 fördern	 die	 Migration	 und	 Invasion	 glialer	 Stammzellen	
und	 verschlechtern	 die	 Prognose	 von	 Glioblastompatienten.	 Die	 Suppression	 dieser	
Autophagieregulatoren	 ist	 ein	 neuer	 Weg	 um	 Tumorzellen	 sensitiver	 z.B.	 für	 eine	
Strahlentherapie	 zu	 machen	 (Galavotti	 et	 al.,	 2013).	 Durch	 die	 EGFR	 Kinaseinhibitoren	
Gefitinib	und	Erlobib	 konnte	das	Wachstum	von	glialen	 Stammzellen	erfolgreich	gehemmt	
werden	(Griffero	et	al.,	2009).	Eine	Behandlung	von	Glioblastomzellen	mit	Metformin	hatte	
eine	 antiproliferativen	 Effekt	 auf	 gliale	 Stammzellen,	 was	 auf	 die	 Inhibierung	 des	
PI3K/AKT-Signalwegs	zurückzuführen	ist	(Würth	et	al.,	2013).	Glioblastome	zeigen	eine	hohe	
Angiogenese	 initiiert	durch	eine	hypoxische	Umgebung.	Mit	der	shRNA	(small	hairpin	RNA)	
Technik	 konnte	 in	 glialen	 Stammzellen	 eine	 Reduktion	 von	 HIF-1α	 und	 HIF-2α	 provoziert	
werden,	was	in	vitro	die	Proliferation	erniedrigte,	zu	einer	Induktion	der	Caspase-abhängigen	
Apoptose	führte	und	in	vivo	die	kanzerogene	Wirkung	dieser	Zellen	reduzierte	(Soeda	et	al.,	









Einteilung	 der	 Glioblastome	 nach	 dem	 Schemata	 der	 WHO	 und	 mögliche	 Entstehungswege,	





Anfang	 des	 20.	 Jahrhunderts	 stellte	 Otto	 Warburg	 fest,	 dass	 Tumorzellen	 auch	 bei	
ausreichendem	 Sauerstoffangebot	 eine	 gesteigerte	 Glykolyserate	 und	 Laktatproduktion	
aufzeigen,	was	als	sogenannter	Warburg-Effekt	bezeichnet	wird	 (Warburg,	1956).	Warburg	
leitete	 daraus	 ab,	 dass	 für	malignes	 Tumorwachstum	eine	 Reduktion	 des	mitochondrialen	






Die	 gesteigerte	 Glukoseaufnahme	 und	 der	 nachweislich	 erhöhte	 Glukosestoffwechsel	 der	
Tumorzellen	 werden	 bei	 dem	 klinisch	 etablierten	 Verfahren	 der	 Positronen-Emmisions-
Tomographie	 (PET)	 genutzt,	 um	 Tumore	 von	 gesundem	 Gewebe	 zu	 unterscheiden	
(Wechalekar	 et	 al.,	 2005).	 Bei	 dieser	 Methode	 wird	 das	 Glukoseanalogon	
18F-Fluordesoxyglukose	 (FdG)	 intravenös	 appliziert,	 das	 im	weiteren	Verlauf	 vom	Tumor	 in	
höheren	 Konzentrationen	 als	 von	 anderen	 Geweben	 aufgenommen	 wird	 und	 als	
angereichertes	 FdG-6-phosphat	 detektiert	 werden	 kann.	 Dieses	 bildgebende	 Verfahren	
eignet	 sich	 gut	 zur	 Diagnose	 von	 Tumoren	 und	 deren	 Metastasen	 sowie	 zur	
Verlaufskontrolle	 von	 Tumorerkrankungen.	 Jedoch	muss	 der	 Kliniker	 beachten,	 dass	 auch	




Phosphorylierung	 innerhalb	 der	 Mitochondrien	 zur	 Energiegewinnung	 in	 Form	 von	 ATP	








Gegenüberstellung	 der	 metabolischen	 Umwandlung	 von	 Glukose	 im	 normalen	 Gewebe	 zu	
Tumorgewebe.	 Im	normalen	Gewebe	wird	Pyruvat	unter	aeroben	Sauerstoffbedingungen	primär	 in	
die	 Mitochondrien	 zum	 Tricarbonsäurezyklus	 und	 zur	 oxidativen	 Phosphorylierung	 geleitet	












zur	 Verfügung	 steht	 (Bui	 et	 al.,	 2006).	 Durch	 eine	 gesteigerte	 Expression	 von	
membrangebundenen	 Glukosetransportern	 in	 Tumorzellen	 kann	 die	 Aufnahme	 von	
extrazellulärer	Glukose	 in	 großen	Mengen	 gesichert	werden	 (Pfeiffer	 et	 al.,	 2001).	 Bei	 der	
ATP	Gewinnung	 in	der	oxidativen	Phosphorylierung	 ist	der	NADH-Transport	vom	Zytosol	 in	
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die	 Mitochondrien	 der	 geschwindigkeitslimitierende	 Schritt	 (Bui	 et	 al.,	 2006).	 Durch	 eine	
Hemmung	 der	 Laktatdehydrogenase,	 dem	 letzten	 Reaktionsschritt	 der	 aeroben	 Glykolyse,	
kann	 die	 oxidative	 Phosphorylierung	 kompensatorisch	 gesteigert	 werden,	 was	 in	
Mammakarzinomzellen	 gezeigt	 wurde	 (Fantin	 et	 al.,	 2006).	 Die	 Tumorigenität	 und	
Proliferation	dieser	Zellen	wurde	dadurch	reduziert,	was	zeigt,	dass	für	das	Tumorwachstum	
ein	gesteigerter	glykolytischer	Fluss	unbedingt	gebraucht	wird.		
Tumorzellen	benötigen	 für	die	Proliferation	neben	Energie	 auch	Vorläufermoleküle	 für	die	
DNA-Replikation	 sowie	 die	 Lipid-	 und	 Aminosäurebiosynthese.	 Eine	 hohe	 Glykolyserate	
ermöglicht	 die	 Bereitstellung	 anaboler	 Metabolite	 zur	 Vermehrung	 der	
Biomasse	(Bui	et	al.,	2006).	Tumorzellen	exprimieren	ausschließlich	die	embryonale	 Isoform	
M2	 der	 Pyruvatkinase.	 Diese	 Isoform,	 nicht	 aber	 die	 Pyruvatkinase	M1,	 ist	 für	 die	 aerobe	




Akkumulation	 von	 Laktat,	 das	 in	 den	 Extrazellulärraum	 abgegeben	 wird,	 sodass	 eine	
extrazelluläre	 Azidose	 entsteht.	 In	 normalen	 Zellen	 wird	 dadurch	 die	 Induktion	 des	 p53-
abhängigen	 Apoptosewegs	 ausgelöst.	 Tumorzellen	 haben	 häufig	 TP53	 Mutationen,	 die	 zu	
einem	 Funktionsverlust	 des	 p53	 und	 zur	 Hemmung	 der	 Apoptose	
führen	(Williams	et	al.,	1999;	 Gatenby	 et	 al.,	 2004).	 Die	 TP53	 Mutationen	 sind	 ein	
Selektionsvorteil	der	Tumorzellen	gegenüber	den	Wildtyp-p53	exprimierenden	Zellen,	indem	
sie	 Tumorzellen	 resistenter	 gegenüber	 ihrem	 sauren	 Mikromilleu	 machen,	 sodass	 diese	













und	 GLUT3,	 sowie	 eine	 hohe	 Aktivität	 der	mitochondrial-gebundenen	 Hexokinase,	 die	 für	
den	 erhöhten	 Glykolysefluss	 von	 entscheidender	 Bedeutung	 sind	 (Boado	 et	 al.,	 1994;	
Oudard	et	al.,	1996;	Labak	et	al.,	2016).	Die	Akivitäten	der	intramitochondrialen	Enzyme,	vor	






großer	 Enthalpieänderungen	 unter	 physiologischen	 Bedingungen	 irreversibel	 sind	 und	 die	
am	Anfang	oder	an	Verzweigungen	eines	Stoffwechselweges	stehen.	Die	Regulation	kann	auf	
metabolischer	 Ebene	 durch	 allosterische	 Effektoren,	 Enzymmodifikation	 und	 das	
Substratangebot	oder	 auf	 Transkriptionsebene	über	 die	 Enzymkonzentration	 erfolgen.	Das	
trifft	 auf	 die	 Reaktionen	 der	 glykolytischen	 Enzyme	 Hexokinase,	 Phosphofructokinase-1	
(PFK-1)	 und	Pyruvatkinase	 zu.	Die	 durch	 die	Hexokinase	 katalysierte	 Phosphorylierung	der	
Glukose	zu	Glukose-6-phosphat	 ist	die	erste	 irreversible	Reaktion	der	Glykolyse,	die	 jedoch	
nicht	 geschwindigkeitsbestimmend	 ist,	 da	 das	 Produkt	 Glukose-6-phosphat	 neben	 der	
Glykolyse	 auch	 der	 Glykogensynthese	 und	 dem	 Pentosephosphatweg	 zugeführt	 werden	
kann.	Allerdings	 scheint	die	Expression	eines	 Isoenzyms	der	Pyruvatkinase,	die	PFKM2,	die	
hauptsächlich	 in	 Tumoren	 exprimiert	 wird	 und	 mit	 einer	 kürzeren	 Überlebenszeit	 der	
Patienten	 korreliert	 (Gu	 et	 al.,	 2017;	 Jiang	 et	 al.,	 2014),	 ebenfalls	 für	 einige	 Tumoren	 von	
Bedeutung	zu	sein.	
Die	 PFK-1	 katalysiert	 die	 Phosphorylierung	 von	 Fruktose-6-phosphat	 zu	 Fruktose-1,6-
bisphosphat	 und	 ist	 der	 erste	 spezifische	 irreversible	 Schritt	 der	 Glykolyse	 und	 damit	
geschwindigkeitsbestimmend	(Uyeda	et	al.,	1979)	
Allosterische	Effektoren	beeinflussen	die	PFK-1	Aktivität	maßgeblich.	Erhöhte	 intrazelluläre	
ATP-Konzentrationen	 inhibieren	 die	 PFK-1.	 Diese	 negative	 Rückkopplung	 verhindert,	 dass	
Zellen	 mit	 hoher	 Energieladung	 unter	 aeroben	 Bedingungen	 die	 Glykolyse	 vorantreiben.	
Citrat	 und	 Laktat	 verstärken	 diesen	 negativen	 Effekt	 des	 ATP	 auf	 die	 PFK-1	 Aktivität	
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(Van	Schaftingen	 et	 al.,	 1981;	 Al-Hasawi	 et	 al.,	 2014).	 Die	 ATP-Hemmung	 kann	 durch	 den	
stärksten	allosterischen	Aktivator	der	PFK-1,	Fruktose-2,6-bisphosphat	(F2,6BP),	aufgehoben	
werden	 (Abb.	1.3)	 (Van	Schaftingen	et	al.,	1987;	Okar	et	al.,	1999;	Rider	et	al.,	2004).	Das	
F2,6BP	 ermöglicht	 es	 Tumorzellen	 trotz	 hoher	 ATP	 Konzentrationen	 einen	 erhöhten	
glykolytischen	Fluss	aufrechtzuerhalten.	In	transformierten	Zelllinien	und	Tumorgewebe	sind	
generell	 erhöhte	 Aktivitäten	 der	 PFK-1	 nachweisbar	(Hennipman	et	al.,	1987).	 Durch	 die	
Transformation	 von	 Fibroblasten	 mit	 Onkogenen	 wie	 src	 und	 ras	 können	 die	 F2,6BP-
Konzentration	 und	 die	 PFK-1	 Aktivität	 gesteigert	 werden	 (Bosca	 et	 al.,	 1986;	 Kole	 et	 al.,	
1991).	 Die	 F2,6BP-Konzentration	 ist	 in	 transformierten	 Zellen	 signifikant	 höher	 als	 in	
normalen	Zellen	(Hue	et	al.,	1993;	Nissler	et	al.,	1995;	Hirata	et	al.,	1998).	Für	die	gesteigerte	





Zentrale	 Stellung	 des	 Fruktose-2,6-bisphosphats	 (F2,6BP)	 und	 der	 6-Phosphofrukto-2-kinase/	
Fruktose-2,6-bisphosphatase	 (PFK-2)	 in	 der	 Glykolyse.	 Das	 durch	 die	 PFK-2	 synthetisierte	 F2,6BP	





Das	 bifunktionelle	 Enzym	 6-Phosphofrukto-2-kinase/Fruktose-2,6-bisphosphatase	 (PFK-2;	
EC	2.7.1.105/	EC	3.1.3.46)	 katalysiert	 sowohl	die	 Synthese	als	 auch	den	Abbau	von	F2,6BP	






gibt	 es	 vier	 separat	 kodierte	 PFK-2-Isoenzyme,	 PFKFB1,	 2,	 3	 und	4	 (Okar	 et	 al.,	 1999).	Die	
Expressionslevel	der	Isoenzyme	variieren	in	Abhängigkeit	vom	Gewebetyp.	Die	PFKFB1	wird	
in	 der	 Leber	 und	 im	 Skelettmuskel	 exprimiert.	 Die	 PFKFB2	 kommt	 im	 Herzmuskel	 und	
Pankreasgewebe	vor,	die	PFKFB4	hat	man	zuerst	Testisgewebe	gefunden	(Okar	et	al.,	1999),	
sie	 wird	 aber	 auch	 in	 einigen	 Tumoren	 hochreguliert	 (Minchenko	 et	 al.,	 2005	 A,	 B,	 C;	
Goidts	et	al.,	 2012;	 Chesney	 et	 al.,	 2014;	 Chesney	 et	 al.,	 2015).	Die	 PFKFB3	wird	 ubiquitär	
exprimiert	 und	 wurde	 von	 verschiedenen	 Arbeitsgruppen	 aus	 Plazenta-,	 Hirn-	 und	
Skelettmuskelgewebe	sowie	aus	T-47D	Brustkrebszellen	kloniert	und	charakterisiert	(Sakai	et	
al.,	1996;	Manzano	et	al.,	1998;	Chesney	et	al.,	1999;	Hamilton	et	al.,	1997).	Die	vier	PFK-2	
Isoenzyme	 haben	 unterschiedliche	 kinetische	 Eigenschaften,	 ihre	 Expression	 wird	 über	
allosterische	 Effektoren,	 Hormone	 und	Wachstumsfaktoren	 reguliert	 (Okar	 et	 a	 l.,	 2001).	
In	Tumorzellen,	 aber	 auch	 in	 verschiedenen	 humanen	 Geweben,	 findet	 man	 die	
Koexpression	 mehrerer	 Isoenzyme,	 die	 es	 den	 Zellen	 ermöglicht,	 auf	 exogene	 Faktoren	
differenziert	 zu	 reagieren	 (Minchenko	et	 al.,	 2003;	Calvo	et	 al.,	 2006;	 Telang	et	 al.,	 2006).	














teilweise	 kompensiert	 werden,	 sodass	 die	 hohe	 Kinaseaktivität	 der	 PFKFB3	 zur	






Die	 mRNA	 der	 PFKFB3	 enthält	 in	 der	 3´-untranslatierten	 Region	 ein	 AU-reiches	 Element	
(ARE)	 (Chesney	 et	 al.,	 1999).	 Das	 ARE-Element	 ist	 für	 die	 Stabilität	 der	 mRNA	 und	 die	
Translationsregulation	 von	 Bedeutung	 und	 ist	 häufig	 in	 Proto-Onkogenen	 und	
proinflammatorischen	Zytokinen	zu	finden	(Caput	et	al.,	1986;	Shaw	et	al.,	1986;	Espel	et	al.,	
2005).	 Durch	 Mutationen	 des	 ARE	 kann	 die	 Instabilität	 protoonkogener	 mRNAs	 verloren	
gehen,	was	zur	Zelltransformation	führt	(Brewer,	2001;	Eberhardt	et	al.,	2007).	
Die	Expression	der	PFKFB3	kann	durch	verschiedene	Faktoren	induziert	werden,	weshalb	sie	
in	 der	 Literatur	 auch	 als	 induzierbare	 PFK-2	 bezeichnet	 wird	 (Chesney	 et	 al.,	 1999).	 So	
können	Progesteron	(Hamilton	et	al.,	1997),	Endotoxine	(Chesney	et	al.,	1999),	Insulin	(Riera	
et	 al.,	 2002),	 Interleukin	 6	 (Ando	 et	 al.,	 2010)	 und	 Estradiol	 (Chesney	 et	 al.,	 2014)	 die	
Expression	 der	 PFKFB3	 steigern.	 Auch	 Mutationen	 im	 ras-Gen	 erhöhen	 die	 PFKFB3-
Expression	z.B.	in	transformierten	Mausfibroblasten	(Telang	et	al.,	2006).	
Die	mRNA	der	PFKFB3	enthält	in	der	5´-untranslatierten	Region	ein	GC-reiches	Element	und	









PFK-2	 Isoenzyme,	 die	 PFKFB3	 ist	 jedoch	 am	 stärksten	 durch	 Hypoxie	 induzierbar	
(Minchenko	et	al.,	2003).		
Bei	 Sauerstoffmangel	 wird	 die	 PFKFB3	 zunächst	 durch	 die	 AMP-aktivierte	 Proteinkinase	
(AMPK),	ein	intrazellulärer	Sensor	für	die	Energieladung	der	Zelle	(Hardie	et	al.,	2004),	am	C-
terminalen	 Serin	481	 phosphoryliert	 und	 aktiviert,	 wodurch	 die	 Glykolyse	 gesteigert	 wird,	
bevor	 es	 zur	 HIF-induzierten	 Transkriptionsaktivierung	 der	 PFKFB3	 kommt	 (Marsin	 et	 al.,	
2002).	 In	 humanen	Mamma-	 und	 Kolonkarzinomen	 wurden	 erhöhte	 Konzentrationen	 der	
phosphorylierten	 Form	der	 PFKFB3	 nachgewiesen	 (Bando	 et	 al.,	 2005),	 sodass	 die	 PFKFB3	
eine	 zentrale	 Rolle	 bei	 der	 Anpassung	 von	 Tumorzellen	 an	 hypoxische	 Bedingungen	 zu	
spielen	scheint.	
In	Tumorzelllinien	wird	die	PFKFB3	konstitutiv	exprimiert	(Hamilton	et	al.,	1997;	Hirata	et	al.,	
1998;	 Chesney	 et	 al.,	 1999;	 Calvo	 et	 al.,	 2006).	 In	 malignen	Mamma-,	 Ovar-,	 Kolon-	 und	
Thyreoidea-Tumoren	wurde	im	Vergleich	zu	den	dazugehörigen	nativen	Gewebeproben	eine	
PFKFB3-Überexpression	gefunden	(Atsumi	et	al.,	2002;	Minchenko	et	al.,	2005	A).	In	unserer	
Arbeitsgruppe	 wurde	 gezeigt	 dass	 die	 PFKFB3	 Proteinkonzentration	 in	 Glioblastomen	 im	
Vergleich	zu	normalem	Hirngewebe	signifikant	erhöht	ist	(Kessler	et	al.,	2008).	
Chesney	 et	 al.	 (1999)	wiesen	 erstmals	 nach,	 dass	 die	 PFKFB3	nicht	 nur	 den	 glykolytischen	
Fluss	steuert,	sondern	auch	Einfluss	auf	die	Tumorproliferation	hat.	Sie	konnten	die	PFKFB3-
Expression	 in	 humanen	 Tumorzelllinien	 durch	 Antisense-Oligonukleotide	 hemmen,	was	 zu	





ubiquitinyliert	 und	 proteosomal	 abgebaut	 wird,	 was	 zur	 Zellzyklusprogression	 führt.	 Das	
bedeutet,	die	PFKFB3	ist	direkt	an	der	Kontrolle	des	Zellzyklus	beteiligt	(Yalcin	et	al.,	2014).	
Es	gibt	zahlreiche	Arbeiten,	die	den	Einfluss	tumorrelevanter	Signalwandlungskaskaden	auf	
die	 PFKFB3	 untersuchen.	Werden	 Tumorzellen	 verschiedenen	 Stressstimuli	 ausgesetzt,	 so	
steigt	durch	die	Aktivierung	des	p38/MK2	Signalwegs	die	PFKFB3	Konzentration	 signifikant	
an	 (Novellademunt	 et	 al.,	 2013).	 Auch	 die	 PI3K/Akt/mTOR	 Signalkaskade	 ist	 an	 der	
Regulation	 der	 Aktivität	 und	 der	 Expression	 der	 PFKFB3	 beteiligt	
 21 
(Novellasdemunt	et	al.,	2013).	 In	 neueren	 Untersuchungen	 wurde	 gezeigt,	 dass	 das	
Tumorsuppressorprotein	 PTEN,	 welches	 den	 PI3K/Akt	 Signalweg	 hemmt,	 die	 PFKFB3	
Stabilität	 beeinflusst,	 indem	 es	 den	 E3	 Ubiquitin	 Ligase	 Anaphase	 promoting	
Complex/Cyclosom-Cdh1	(APC/C-Cdh1)	aktiviert,	der	für	den	Abbau	des	PFKFB3	Proteins	im	
Zellzyklus	von	Bedeutung	ist	(Colombo	et	al.,	2010;	Tudzarova	et	al.,	2011;	Garcia-Cao	et	al.,	
2012).	 Ein	Verlust	 des	 PTEN,	 der	 häufig	 in	Glioblastomen	und	 anderen	malignen	Tumoren	




entscheidende	 Rolle.	 So	 besitzt	 die	 PFKFB3	 am	 Cys206	 eine	 Glutathionbindungsstelle,	
welche	 bei	 hohen	 ROS	 Konzentrationen	 von	 oxidiertem	 Glutathion	 besetzt	 wird.	 Die	
katalytische	Aktivität	der	PFKFB3	und	folglich	die	Glykolysegeschwindigkeit	werden	dadurch	
gehemmt	 und	 damit	 wird	 der	 Fluss	 der	 Glukose	 in	 den	 Pentosephosphatweg	 geleitet.	
Hierbei	spielt	auch	TIGAR	eine	zentrale	Rolle	(Cheung	et	al.,	2013).	Somit	sind	Tumorzellen	in	
der	Lage,	exzessiv	Glukose	zu	verstoffwechseln,	ohne	dabei	zu	hohe	ROS	Konzentrationen	zu	
produzieren,	 welche	 die	 Tumorzelle	 selbst	 schädigen	 würden	 (Seo	 et	 al.,	 2014).	 Auch	
Kohlenstoffmonooxid	 kann	 durch	 die	 Methylierung	 der	 PFKFB3	 den	 Fluss	 der	 Glukose	
zugunsten	 des	 Pentosephosphatweges	 steuern,	 was	 an	 humanen	 U939	 Leukämiezellen	
gezeigt	wurde	und	als	ein	natürlicher	Schutz	gegenüber	oxidativem	Stress	bewertet	werden	
kann	 (Yamamoto	 et	 al.,	 2014).	 In	 Endothelzellen	 führt	 die	 Blockade	 oder	 die	Deletion	 der	
PFKFB3	zu	einer	herabgesetzten	Angiogenese.	In	vivo	wird	die	Neovaskularisierung	und	das	
Wachstum	 von	 Tumoren	durch	 einen	 PFKFB3	Mangel	 verlangsamt,	woraus	man	 schließen	
kann,	 das	 die	 PFKFB3	 auch	 ein	 wichtiger	 Faktor	 in	 der	 Angiogenese	 von	 Tumoren	 ist	
(Xu	et	al.,	2014).		
Von	 der	 Arbeitsgruppe	 um	 Chesney	 wurde	 ein	 niedermolekularer	 Hemmstoff	 entwickelt,	
welcher	 selektiv	 die	 PFKFB3	Aktivität	 hemmt	 und	 damit	 den	Glykolysefluss	 verringert	 und	
auch	einen	zytostatischen	Effekt	auf	Tumore	der	Brust	und	des	Darms	hat	(Clem	et	al.,	2008;	
Clem	et	al.,	2013).	Die	Effektivität	solcher	Inhibitoren	ist	jedoch	begrenzt,	weil	Tumorzellen	











die	 sich	 in	 der	 C‑terminalen	 Region	 unterscheiden	 und	 als	 UBI2K1-6	 bezeichnet	 werden	
(Abb.	 1.4)	 (Kessler	 et	 al.,	 2001).	 Kürzlich	 wurde	 in	 der	 NCBI	 Datenbank	
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)	die	Sequenzen	noch	anderer	Spleißvarianten	beschrieben,	
die	 sich	 im	 N-Terminus	 unterscheiden	 und	 als	 Varianten	 1	 (NM_004566.3),	 2	
(NM_001145443.2),	3	(NM_001282630),	4	(NM_001314063.1),	5	(NM_0013230161.1)	und	6	
(NM_001323017.1)	 bezeichnet	 werden,	 wobei	 die	 Variante	 4	 der	 UBI2K4	 entspricht.	 Die	
Variante	 5	 besitzt	 den	 gleichen	 C-Terminus	 wie	 die	 UBI2K4	 bzw.	 Variante	 4,	 aber	 einen	
verkürzten	 anderen	 N-Terminus.	 Da	 zum	 Zeitpunkt	 der	 Durchführung	 der	 Experimente	 zu	
dieser	Arbeit	die	Variante	5	noch	nicht	bekannt	war,	möchte	ich	mich	im	Folgenden	auf	die	














































                                                                     








UBI2K4 (Variante 4), Variante 5 
…THRERSE-----------DAKKGPNPLMRRNSVTPLASPEPTKKPRIN…LPGQPLLGQACLT 







und	 Proteinebene	B.	 Die	 variable	 C-terminale	 Region	 des	 PFKFB3-Gens	 besteht	 aus	 7	 Exons	 (A-G)	





In	 der	 Literatur	 wird	 die	 Spleißvariante	 UBI2K5	 auch	 als	 uPFK-2	 (ubiquitäre	
Phosphofructokinase-2),	 Plazenta-PFK-2,	 PRG1	 (Progestin	 Responsive	Gene	 1)	 oder	 PFKFB-
ACG	bezeichnet	(Sakai	et	al.,	1996;	Hamilton	et	al.,	1997;	Manzano	et	al.,	1998;	Bando	et	al.,	




Hirngewebe	 sind	 alle	 sechs	 C-terminalen	 Spleißvarianten	 (UBI2K1-6)	 nachweisbar,	 von	
denen	 die	 UBI2K5	 am	 stärksten	 und	 die	 UBI2K1	 und	 UBI2K2	 nur	 sehr	 gering	 exprimiert	
werden	 (Kessler	et	al.,	2001).	 In	Tumorzelllinien	und	malignen	Tumoren	 ist	die	UBI2K5	die	




sich	 in	 den	meisten	 Publikationen	 auf	 das	 PFKFB3	 Gesamtprotein,	 welches	 synonym	 zum	
UBI2K5-Protein	 gesetzt	 wurde	 (siehe	 Kapitel	 1.2.2).	 Der	 Knockdown	 der	 UBI2K5	 mit	
spezifischer	 siRNA	 hemmt	 die	 Glykolyseaktivität	 und	 das	 dreidimensionale	Wachstum	 von	
HeLa-Zellen	ebenso	wie	der	totale	PFKFB3	Knockdown.	Dabei	verbleiben	die	Zellen	vermehrt	
im	 G0/G1	 Stadium	 mit	 vermindertem	 Übergang	 zur	 S-Phase	 des	 Zellzyklus	 (Calvo	 et	 al.,	
2006).	 Bando	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 die	 Überexpression	 der	 UBI2K5	 in	 COS-Zellen	 die	
Glykolyserate	 erhöht.	 Durch	 die	 am	 C-Terminus	 phosphorylierte	 Form	 (Ser-461)	 bzw.	 die	
entsprechende	 Mutante	 (Ser461Glu)	 und	 nicht	 durch	 das	 Wildtyp-Enzym	 konnte	 die	
Zellproliferation	 gesteigert	werden	 (Bando	et	 al.,	 2005).	 Bei	 Yalcin	 et	al.	 hatte	die	 erhöhte	
Expression	 der	 Wildtyp-UBI2K5	 in	 HeLa-Zellen	 einen	 aktivierenden	 Effekt	 auf	 die	
Proliferation,	 aber	 nicht	 auf	 die	 Glykolyse	 (Yalcin	 et	 al.,	 2009).	 Die	 UBI2K5	 kann	 aufgrund	
ihres	 C-terminalen	 Translokationssignals	 (KKPR)	 in	 den	 Zellkern	 übertreten.	 Das	 nukleär	
gebildete	 F2,6BP	 steigert	 die	 Expression	 verschiedener	 Zellzykluskontrollproteine	 (Cdk1,	
Cdc25C,	 Cyclin	 D3)	 sowie	 die	 Cdk1-abhängige	 Phosphorylierung	 des	
Zellzyklusinhibitorproteins	 p27,	 was	 die	 Ubiquitinylierung	 und	 den	 proteasomalen	 Abbau	
dieses	Zellzyklusinhibitors	induziert	(Yalcin	et	al.,	2009)	und	folglich	die	Zellzyklusprogression	
stimuliert.	 Diese	 Ergebnisse	 beschreiben	 einen	 neuen	Mechanismus,	 der	 die	 Koordination	
zwischen	Glykolyse	und	Proliferation	auf	molekularer	Ebene	erklärt	(Yalcin	et	al.,	2014).	
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Zur	 Funktion	 der	 Spleißvariante	 UBI2K4	 innerhalb	 des	 Zellstoffwechsels	 gibt	 es	
Untersuchungen	 von	 Zscharnack.	 Sie	 zeigten,	 dass	 die	 Überexpression	 verschiedener	
Fusionsproteine	 (FLAG-	 bzw.	 TAP-Tag)	 der	 UBI2K4,	 der	 UBI2K5	 oder	 der	 UBI2K6	 in	 U87-
Glioblastomzellen	 zu	 erhöhten	 intrazellulären	 F2,6BP-Konzentrationen	 führte.	 Allerdings	
steigerten	 nur	 die	 UBI2K5	 bzw.	 UBI2K6	 die	 Laktatkonzentration	 und	 die	






umgekehrt	 proportional	 zur	 Malignität	 von	 astrozytären	 Gliomen	 (Kessler	 et	 al.,	 2006).	
Außerdem	 gibt	 es	 eine	 inverse	 Korrelation	 zwischen	 der	 UBI2K4	 Expression	 und	 der	
Wachstumsgeschwindigkeit	verschiedener	Tumorzelllininen	(Zscharnack	et	al.,	2009).	Diese	






















antiproliferativen	 Effekt	 der	 UBI2K4	 durch	 den	 siRNA-vermittelten	 Knockdown	 und	 die	
Überexpression	der	UBI2K4	auf	molekularer	Ebene	aufzuklären.		
1. Da	 in	 Glioblastomen	 häufig	 ein	 Heterozygotieverlust	 des	 Chromosoms	10	 (LOH	 10)	




eines	 spezifisch	 siRNA	 exprimierenden	 pTER-Vektors	 erfolgen.	 Eine	 Kontrolle	 der	
Knockdownexperimente	 sollte	 auf	 der	 mRNA-Ebene	 durch	 RT-PCR	 erfolgen.	 Die	
Ergebnisse	sollten	im	Western-Blot	auf	Protein-Ebene	bestätigt	werden.	
3. Die	generierten	UBI2K4-Knockdown	Zellen	sollten	im	Anschluss	dem	WST-1-	und	dem	
BrdU-Test	 unterzogen	 werden,	 um	 die	 möglichen	 Effekte	 des	 Knockdown	 auf	 die	
Viabilität	 und	 die	 Proliferation	 der	 Zellen	 zu	 prüfen.	 Weiterhin	 sollten	 das	
dreidimensionale	 Wachstum	 von	 Soft-Agar-Kulturen	 sowie	 Wachstumskurven	
ermittelt	werden.	
4. Es	 wurde	 weiterhin	 entschieden,	 einen	 Antikörper-Mikroarray	 der	 mit	 siRNA	






und	 Proliferation	 untersucht	 werden	 	 Außerdem	 sollte	 geprüft	 werden,	 ob	 die	
Überexpression	 des	 nativen	 Proteins	 der	 UBI2K4	 die	 gleichen	 Effekte	 auf	
































































Weitere	 verwendete,	 jedoch	 hier	 nicht	 einzeln	 aufgeführte	 Chemikalien	 wurden	 von	 den	
























































































































































































Alle	Arbeiten	 an	den	 Zellkulturen	wurden	 an	 einer	 Sterilbank	durchgeführt.	 Lösungen	und	














Um	 die	 konfluent	 gewachsenen	 Zellkulturen	 zu	 passagieren,	 wurde	 das	 Kulturmedium	
abgesaugt.	 Anschließend	 wurden	 die	 Zellen	 mit	 PBS	 gewaschen	 und	 mit	 Trypsin-EDTA-
Lösung	(0,05	%	Trypsin,	0,53	mM	EDTA)	bis	zum	vollständigen	Ablösen	vom	Kulturgefäß	bei	
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einer	 Thoma-Zählkammer	 unter	 dem	 Mikroskop.	 Vitale	 Zellen	 mit	 intakter	 Membran	
nehmen	den	Farbstoff	nicht	auf,	während	abgestorbene	Zellen	blau	angefärbt	sind	und	nicht	








wurde	 in	 1	 ml	 Freezing	 Medium	 suspendiert	 und	 in	 Kryoröhrchen	 überführt.	 Die	 Zellen	









Die	 Transfektion	 von	 Zellen	 mit	 Plasmid	 DNA	 mittels	 Elektroporation	 wurde	 mit	 dem	
Elektroporator	 ECM	 830	 durchgeführt.	 Bei	 dieser	 Methode	 werden	 die	 Zellmembranen	
durch	einen	Stromimpuls	reversibel	permeabel	und	somit	durchlässig	für	DNA	gemacht.	Die	










Die	 Transfektion	 von	 Zellen	 mit	 Plasmid	 DNA	 mittels	 Lipofektion	 wurde	 mit	 FuGENE	 HD	




min	 bei	 RT	 inkubiert.	 Anschließend	 wurde	 der	 Transfektionsansatz	 tropfenweise	 dem	







in	 96-well-Platten	 ausgesät	 und	 für	 24	 h	 ohne	 Antibiotikum	 inkubiert.	 Pro	 Kavität	 wurde	
folgender	 Transfektionsansatz	 hergestellt:	 1	 µl	 siRNA	 (5	 μmol/μl)	 auf	 19	 μl	 serumfreies	
Medium	und	0,4	μl	DharmaFECT	auf	19,6	μl	serumfreies	Medium	wurden	für	5	min	bei	RT	
inkubiert,	 gemischt	und	 für	weitere	20	min	 inkubiert.	Auf	die	 zuvor	mit	PBS	gewaschenen	
Zellen	wurden	160	μl	antibiotikafreies	Medium	gegeben	und	danach	der	Transfektionsansatz	
hinzupipettiert.	 Nach	 24	 stündiger	 Inkubation	 wurde	 das	 Medium	 gewechselt.	 Für	 die	
mRNA-Präparation	wurden	die	Zellen	48	h	nach	der	Transfektion,	für	die	Proteinanalyse	96	h	
nach	der	Transfektion	geerntet.		
Für	 die	 Durchführung	 des	 Mikroarray	 wurden	 2*106	 HEK-293-Zellen	 in	 einer	 75	 cm2	
Zellkulturflasche	 transfiziert.	 Pro	 Flasche	 wurde	 folgender	 Transfektionsansatz	 hergestellt:	
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75	µl	siRNA	(5	μmol/μl)	auf	1,425	ml	serumfreies	Medium	und	30	μl	DharmaFECT	auf	1,47	ml	











Für	 den	 Reaktionsansatz	 wurden	 200	 µl	 Optimem	 mit	 6	 µl	 X-tremeGENE	 HP	 DNA	
Transfektionsreagenz	 und	 2	 µg	 Plasmid	 gemischt	 und	 20	min	 bei	 RT	 inkubiert.	 Dieser	Mix	
wurde	dann	auf	die	Zellen	pipettiert	und	für	6-24	Stunden	bei	37	°C	inkubiert.	Danach	wurde	
wiederum	Medium	mit	 Antibiotika	 zugegeben.	 Zur	 Selektion	wurde	 für	 die	mit	 pcDNA3.1	
(Leervektor)	 bzw	 mit	 UBI2K4-pcDNA3.1	 inkubierten	 Zellen	 das	 Selektionsantibiotikum	
Hygromycin	B	(50	mg/ml)	in	einer	Konzentration	von	3	µl/ml	Medium	verwendet.	
Für	die	transiente	Transfektion	wurden	1.5*103	U87-Zellen	pro	Kavität	in	einer	96-well-Platte	
ausgesät	 und	 analog	 mit	 0,1	 µg	 Vektor	 und	 0,2	 µl	 X-tremeGENE	 HP	 DNA	









ansteigender	 Konzentration	 von	 0-400	 μg/ml	 in	 sieben	 Verdünnungsschritten	 zugesetzt.	
Nach	 einer	 zweiwöchigen	 Inkubationszeit	 wurde	 die	 niedrigste	 Konzentration	 ausgewählt,	
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für	 das	 EGFP	 enthielten,	 transfiziert.	 Die	 U87-Zellen	 wurden	 mittels	 Elektroporation	
(2.13.4.1)	 transfiziert.	 Nach	 48	 h	 wurden	 die	 Zellen	 in	 6-well-Platten	 vereinzelt	
(25	%	Konfluenz)	 und	 unter	 Zugabe	 des	 Selektionsmediums	 kultiviert.	 Nach	 zwei	 Wochen	
wurden	 mithilfe	 des	 Fluoreszensmikroskopes	 grün	 fluoreszierende	 Zellen	 detektiert,	 die	
gezielt	mit	Trypsin	abgelöst	und	weiter	vermehrt	wurden.	Der	siRNA-vermittelte	Knockdown	
der	 Ziel-RNA	 wurde	 mit	 der	 Methode	 der	 quantitativen	 real-time	 PCR	 am	 Light	 Cycler	
geprüft.		
	
Für	 die	 Selektion	 der	 HEK-293-Zellen	 welche	 mit	 pcDNA3.1	 (Leervektor)	 bzw	 mit	
pcDNA3.1-UBI2K4	 (Überexpression)	 transfiziert	 wurden,	 wurden	 die	 Zellen	 ebenfalls	 mit	
Hygromycin	 B	 (3	 µl/ml)	 inkubiert,	 vereinzelt	 und	 anschließend	 in	 den	 vereinzelten	




















der	metabolischen	Aktivität	 eingesetzt	wird.	 Es	wurden	 5*104	 Zellen	 je	 Kavität	 in	 96-well-
Platten	 ausgepflanzt	 und	 nach	 24	 h	 mit	 den	 jeweiligen	 siRNAs	 mittels	 DharmaFECT	
transfiziert.	 Nach	weiteren	 24	 h	 wurde	 dem	 Kulturmedium	 jeweils	 1/10	 Volumen	WST-1-
Lösung	zugesetzt.	Bei	der	Überexpression	der	UBI2K4	wurden	stabile	HEK-293-	und	transient	
tranfizierte	 U-87-Zellen	 nach	 24	 h	 mit	 1/10	 WST-1-Lösung	 versetzt.	 Nach	 einer	
Inkubationszeit	 von	 0,5;	 1;	 2;	 3	 und	 4	 h	 bei	 37	 °C	 wurde	 mit	 einem	 ELISA-Reader	 die	







mit	 den	 jeweiligen	 siRNAs	 mittels	 DharmaFECT	 transfiziert.	 Nach	 weiteren	 24	h	
Inkubationszeit,	 wurde	 1/10	 Volumen	 BrdU-Lösung	 dem	 Kulturmedium	 hinzugefügt	 und	
nochmals	 für	 20	 h	 inkubiert.	 Bei	 der	Überexpression	 der	UBI2K4	wurden	 stabile	HEK-293-	
und	transient	tranfizierte	U-87-Zellen	nach	24	h	mit	1/10	BrdU-Lösung	versetzt	und	für	20	h	
inkubiert.	 Das	 eingebaute	 BrdU	 wurde	 immunologisch	 nach	 den	 Angaben	 des	 Herstellers	








wurde	 dann	 mit	 1,5	 ml	 0,4	 %iger	 Agarose,	 in	 welcher	 1×105	 Zellen	 suspendiert	 waren,	
überschichtet.	 Im	 Anschluss	 daran	 wurden	 die	 Zellen	 im	 Brutschrank	 bei	 37	 °C	 kultiviert.	
Nach	 jeweils	 zwei	 Tagen	wurde	 neues	 Kulturmedium	 zugegeben,	 um	ein	Austrocknen	 der	
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Selektionsanibiotikum	 wurde	 Ampicillin	 mit	 einer	 Endkonzentration	 von	 100	 μg/ml	
verwendet.	Um	einzelne	Kolonien	zu	vermehren,	wurden	diese	in	LB-Medium	mit	Ampicillin	




LB-Agar:		 	 	 LB-Medium;	2	%	(w/v)	Agar	















und	 mit	 1	 µl	 Plasmid-DNA	 bzw.	 5	 μl	 Ligationsansatz	 gemischt.	 Nach	 einer	 20	minütigen	
Inkubation	auf	Eis	wurden	die	Zellen	einem	Hitzeschock	bei	42	°C	für	1	min	ausgesetzt	und	
anschließend	 sofort	wieder	 auf	 Eis	 gestellt.	 Danach	wurden	 die	 Zellen	mit	 1	ml	 auf	 37	 °C	
vorgewärmtem	 SOC-Medium	 gemischt	 und	 1	 h	 bei	 37	 °C	 inkubiert.	 Der	
Transformationsansatz	 wurde	 auf	 Ampicillin-haltigen	 LB-Agarplatten	 ausplattiert	 und	 über	








versetzt	 und	 1	 h	 bei	 37	 °C	 inkubiert.	 Der	 Transformationsansatz	 wurde	 auf	
antibiotikahaltigen	 LB-Agarplatten	 ausgepflanzt	 und	 über	 Nacht	 bei	 37	 °C	 inkubiert.	 Die	



















6000	 rpm)	 und	 der	 Niederschlag	 in	 100	 µl	 Resuspensionspuffer	 aufgeschlemmt.	 Nach	
Zugabe	von	200	µl	Lysepuffer	wurde	die	Zellsuspension	maximal	5	min	bei	RT	inkubiert	und	
nach	 weiterer	 Zugabe	 von	 150	 µl	 Neutralisationspuffer	 5	min	 auf	 Eis	 gestellt.	 Die	 DNA	
Extraktion	 erfolgte	 durch	 kräftiges	 Schütteln	 mit	 300µl	 Chloroform/Isoamylalkohol	 (24:1)	
und	anschließender	Zentrifugation	(13000	rpm,	5	min).	Danach	wurden	400	µl	des	wässrigen	
Überstands	 vorsichtig	 abpipettiert	 und	 mit	 40	 µl	 Na-Acetat	 und	 1	 ml	 96	 %igem	 Ethanol	











Ethanol:	 	 	 96	%	(v/v)	und	70	%	(v/v)	
	
Alternativ	 dazu	wurde	 der	Qiaprep	 Spin	Miniprep	 Kit	 verwendet.	Um	 größere	Mengen	 an	

















von	 260	 nm	 gemessen,	 wobei	 ein	 OD260-Wert	 von	 1	 einer	 Konzentration	 von	 50	μg/ml	
Doppelstrang-DNA	bzw.	40	μg/ml	RNA	entspricht	(Sambrook	et	al.,	1989).	Zur	Bestimmung	
der	 Reinheit	 einer	 Probe	 wurde	 zusätzlich	 die	 Extinktion	 bei	 280	 nm	 gemessen	 und	 der	





Um	 DNA-Fragmente	 analytisch	 aufzutrennen,	 wurden	 je	 nach	 Fragmentgröße	 0,8-4	 %ige	
(w/v)	 Agarosegele	 verwendet.	 Die	 in	 TBE-Puffer	 suspendierte	 Agarose	 wurde	 in	 einem	
Mikrowellenofen	bis	zum	Entstehen	einer	klaren	Lösung	aufgekocht,	auf	ca.	60	°C	abgekühlt	
und	mit	 1	 μl	 Ethidiumbromid	 (10	mg/ml)	 je	 100	ml	 Gel	 versetzt.	 Die	 Gellösung	wurde	 in	
einen	 speziellen	 Gelträger	 mit	 Kamm	 gegossen	 und	 bis	 zu	 Aushärtung	 dunkel	 und	 kühl	
gelagert.	Nach	Entfernen	des	Kamms	wurde	das	 fertige	Gel	 in	eine	Elektrophoresekammer	




4	°C	 durchgeführt.	 Die	 DNA-Fragmente	wurden	 durch	 das	 interkalierende	 Ethidiumbromid	
unter	 UV-Licht	 sichtbar	 gemacht.	 Die	 Dokumentation	 und	 Auswertung	 erfolgte	 am	Video-















mit	 2-5	 mM	 MgCl2,	 400	 nM	 je	 forward-	 und	 reverse-Primer,	 200	 μM	 dNTP,	 10-200	 ng	
Template-DNA	 und	 2-3	 U	 der	 entsprechenden	 DNA-Polymerase.	 Zur	 Klonierung	 der	
Template-DNAs	für	die	in	vitro	Transkription	und	für	die	Überexpression	wurde	das	„Expand	
High	 Fidelity“-PCR-System	 entsprechend	 den	 Herstellerangaben	 genutzt.	 Für	 analytische	

















Für	 die	 cDNA-Synthese	wurde	mRNA	 durch	 das	 Enzym	 Transcriptor	 Reverse	 Transcriptase	
nach	 dem	 Protokoll	 des	 Herstellers	 umgeschrieben.	 Als	 Primer	 wurden	 Oligo-d(T)	
verwendet.	Für	die	Quantifizierung	wurde	die	Reverse	Transcription	in	einem	5	μl	Ansatz	mit	






unter	 Verwendung	 von	 RNA-Standards	 am	 LightCycler	 quantifiziert.	 Um	 Unterschiede	
zwischen	 den	 Proben	 u.	 a.	 in	 der	 RNA-Qualität	 und	 Transkriptionseffizienz	 auszugleichen,	




Zur	Herstellung	 der	 Standard-RNAs	wurden	 isoformspezifische	 Fragmente	 aus	 den	mRNAs	
der	Speißvarianten	sowie	der	GAPDH	und	TBP	mit	spezifischen	Primern	(Tab.	2.20),	die	auch	
für	 die	 Quantifizierung	 verwendet	 wurden,	 unter	 PCR-Standardbedingungen	 aus	 humaner	
Hirn	cDNA	 mittels	 RT-PCR	 amplifiziert.	 Die	 PCR-Produkte	 wurden	 in	 einer	 Agarosegel-
Elektrophorese	 aufgetrennt,	 aus	 dem	 Gel	 isoliert	 und	 durch	 T/A	 Cloning	 in	 den	 Vektor	
pGEM-T	kloniert.	Nach	Transformation	der	rekombinanten	Plasmide	in	E.	coli	XL1-Blue	Zellen	
wurden	 durch	 Blue	 White	 Screening	 die	 positiven	 Klone	 ermittelt.	 Die	 aus	
Übernachtkulturen	 präparierten	 Plasmide	 wurden	 sequenziert,	 um	 die	 Basensequenz	 und	
die	Orientierung	 der	 eingebauten	 Inserts	 zu	 überprüfen.	 Danach	wurde	 in	 einer	M13-PCR	
unter	Verwendung	der	entsprechenden	Standardplasmide	die	DNA-Matrize	amplifiziert	und	
aufgereinigt.	 In	 Abhängigkeit	 von	 der	 Orientierung	 des	 Inserts	 innerhalb	 des	 Plasmides	
wurde	entweder	mit	der	SP6-	oder	der	T7-RNA-Polymerase	jeweils	der	„sense“-RNA-Strang	





	 Forward	 Reverse	 Primer	 für	 die	 RT-
Reaktion	Proben	
Primer	 für	 die	 RT-
Reaktion	Eichkurve	
GAPDH	 GAPDHfo	 GAPDHre	 Oligo-d(T)	 GAPDHre	
TBP	 TBPfor	 TBPre	 Oligo-d(T	 TBPre	
UBI2K4	 3PFK2fo2	 iPFK2re6	 Oligo-d(T)	 iPFK2re6	
UBI2K5	 iPFK2fo	 UBIPFK2re	 Oligo-d(T)	 UBIPFK2re	




Für	 die	 real-time	 PCR	 wurde	 der	 Light	 Cycler	 FastStart	 DNA	 MasterPLUS	 SybrGreen	 1	 Kit	
verwendet.	 Ein	 typischer	 20	 μl	 PCR-Ansatz	 enthielt	 4	 μl	Master	Mix,	 je	 1	 μl	 Fo/Re	 Primer	
(500	nM)	 (Tab	 2.20),	 10-13	 μl	 H2O	 und	 1-2	 μl	 cDNA.	 Die	 PCR-Parameter	 sind	 in	 Tab.	 2.22	
zusammengefasst.	 Zur	 Erstellung	 der	 Eichgeraden	 wurde	 Standard-RNA	 in	
1:5-Verdünnungsschritten	 (Tab.	 2.21)	 in	 cDNA	umgeschrieben	und	 je	2	µl	 des	RT-Ansatzes	
wurden	 für	die	 real-time	PCR	eingesetzt.	Die	Produktspezifität	der	 real-time	PCR	wurde	 in	








































Die	Angaben	beziehen	 sich	 auf	die	 initiale	Denaturierung,	 anschließend	 sich	wiederholend	
Denaturierung,	 Annealing,	 Extension	 und	 Produkt-Messtemperatur.	 Die	 Produktspezifität	






al.	 (1977)	 (Chan	 et	 al.,	 2005).	 Es	 wurde	 der	 „BigDye	 Terminator	 Cycle	 Sequencing	 Kit“	
entsprechend	 den	 Angaben	 des	 Herstellers	 verwendet.	 Die	 Analyse	 erfolgte	 mit	 einem	






25	 Basenpaaren	 bestehen.	 Diese	 Moleküle	 verbinden	 sich	 in	 der	 Zelle	 mit	 einem	 RNA-
induced	 silencing	 complex	 (RISC),	 der	 komplementäre	 RNA-Moleküle	 erkennt	 und	 abbaut,	
wodurch	 deren	 physiologische	 Funktion	 verloren	 geht	 (Abb.	 2.1).	 Diese	 sogenannte	 RNA-
Interferenz	 wird	 beim	 posttranskriptionellen	 Gen-Silencing	 genutzt,	 um	 gezielt	 einen	
Knockdown	 der	 Genexpression	 eines	 spezifischen	 Proteins	 zu	 induzieren.	 Es	 gibt	
verschiedene	 Methoden,	 einen	 siRNA-vermittelten	 Knockdown	 zu	 erzeugen.	 Neben	 der	
direkten	 Transfektion	 der	 Zellen	 mit	 synthetischer	 siRNA	 kann	 durch	 short-hairpin	 RNA	
(shRNA)	exprimierende	Vektorsysteme	die	stabile	Expression	der	siRNA	in	den	Zellen	erzeugt	
werden,	 was	 in	 dieser	 Arbeit	 zur	 Anwendung	 kam.	 Der	 shRNA-Vektor	 enthält	 die	 DNA-
Sequenz	 einer	 zuvor	 designten	 und	 spezifischen	 siRNA,	 bestehend	 aus	 „sense“	 und	
„antisense“	Strang,	getrennt	durch	einen	Loop.	Diese	wird	 intrazellulär	unter	der	Kontrolle	
des	 H1-RNA	 Polymerase	 III	 Promotors	 transkribiert.	 Durch	 komplementäre	 Anlagerung	










welcher	mit	 siRNAs	 beladen	 ist	 und	 sich	 üder	 den	 „antsense“	 Strand	 der	 siRNA	 an	 die	 spezifische	
mRNA	 bindet	 und	 dadurch	 einen	 mRNA	 Knockdown	 hervorruft.	 Alternativ	 zu	 dieser	 Methode,	




Die	 Oligonukleotide	 (Tab.	 2.16)	 wurden	 zunächst	 in	 H2O	 gelöst	 und	 auf	 10	 pmol/µl	
eingestellt.	 Für	 das	 Annealing	 wurden	 jeweils	 1	 μl	 des	 „sense“-	 und	 „antisense“-
Oligonukleotides	mit	48	μl	Annealing	Puffer	für	4	min	bei	95	°C	denaturiert	und	anschließend	
für	 10	min	 bei	 70	 °C	 inkubiert.	Danach	wurde	der	Ansatz	 kontinuierlich	 auf	 4	 °C	 herunter	










Für	 die	 Klonierung	wurden	die	 Bgl	 II	 und	Hind	 III	 Restriktionsschnittstellen	 des	 pTER-EGFP	
Vektors	genutzt.	Es	wurde	ein	Doppelverdau	durchgeführt.	Dazu	wurden	jeweils	1	µg	Vektor-
bzw	Insert-DNA	zu	einem	10	µl	Ansatz	aus	1×	Y+	Tango-Puffer	mit	5	U	des	jeweiligen	Enzyms	
gegeben	 und	 3	 h	 bei	 37	 °C	 inkubiert.	 Anschließend	wurden	 die	 Enzyme	 10	min	 bei	 65	 °C	





10×	 Ligase-Puffer,	 1	 U	 T4-DNA-Ligase	 sowie	 pTER	 Vektor-	 und	 Insert-DNA	 im	 molaren	
Verhältnis	von	1:3.	Die	Ligation	wurde	über	Nacht	bei	4	°C	durchgeführt.	Um	die	Quote	der	
Transformanden	mit	 religiertem	Vektor	 zu	minimieren,	wurde	 der	 Ligationsansatz	 vor	 der	





auf	 LB-Agarplatten	 mit	 Ampicillin	 ausplattiert	 und	 über	 Nacht	 bei	 37	 °C	 inkubiert.	 Am	
nächsten	 Tag	 wurden	 die	 gebildeten	 Kolonien	 in	 einem	 PCR	 Screening	 Verfahren	 unter	
Verwendung	 der	 Primer	 pTERc	 und	 pTERnc	 (Tab	 2.12)	 auf	 den	 pTER-EGFP	 Vektor	 mit	














Zur	 Klonierung	 der	 UBI2K4	 wurde	 als	 Template	 humane	 Gehirn-Total-RNA	 (500	 ng)	
(Tab.	2.17b)	 verwendet.	 Das	 Template	 wurde	 zunächst	 mit	 Oligo-dT	 mittels	 reverser	
Transkriptase	wie	unter	 2.14.6	beschrieben	umgeschrieben.	Die	 so	 erhaltene	 cDNA	wurde	
anschließend	mit	 den	Primern	PFK2For	 und	 Iso4natre	 (Tab.	 2.11)	 in	 der	 PCR	mit	Hilfe	 des	




Für	 die	 Klonierung	 wurden	 die	 Apal	 und	 Afl	 II	 Restriktionsschnittstellen	 des	
pcDNA3.1/Hygromycin-Vektors	 genutzt.	 Es	 wurde	 ein	 Doppelverdau	 durchgeführt.	 Dazu	
wurden	jeweils	1	µg	Vektor-DNA	bzw.	3	µg	des	PCR-Produkts	zu	einem	10	µl	Ansatz	aus	1×	Y+	
Tango-Puffer	mit	 5	 U	 des	 jeweiligen	 Enzyms	 gegeben	 und	 über	 Nacht	 bei	 4	 °C	 inkubiert.	




















Ein	Mycoplasmentest	 aller	 in	 Kultur	 gehaltenen	 Zelllinien	wurde	 regelmäßig	 durchgeführt.	
Dazu	 wurden	 vom	 Medienüberstand	 einer	 Kultur	 mit	 70-90	 %	 Konfluenz	 100	 μl	 steril	
entnommen	 und	 für	 5	 min	 in	 einem	 Wasserbad	 gekocht.	 Anschließend	 wurde	 kurz	
zentrifugiert	und	der	Überstand	mit	2,5	μl	 StrataClean	Resin	versetzt.	Nach	dem	Vortexen	
wurde	 erneut	 zentrifugiert	 und	 vom	 Überstand	 wurden	 2	 μl	 einem	 20μl	 PCR–Ansatz	
zugesetzt.	 Der	 PCR-Ansatz	 enthielt	 1×	Reaktionspuffer,	 0,125	 mM	 dNTP´s,	 2,5	mM	MgCl2,	













Zunächst	 wurden	 die	 mit	 PBS	 gewaschenen	 Zellpellets	 im	 Verhältnis	 1:8	 mit	 einem	
Proteinlysepuffer	suspendiert	und	für	5	min	bei	100	°C	gekocht.	Nach	dem	Abkühlen	auf	Eis	
wurden	die	Zelltrümmer	abzentrifugiert	(10	min,	14000	rpm,	4	°C).	Im	Überstand	wurde	das	
Protein	 mit	 dem	 DC-Protein-Assay	 nach	 den	 Angaben	 des	 Herstellers	 vermessen.	 Die	








Zur	 Auftrennung	 von	 Proteinen	 nach	 ihrer	 Größe	 wurde	 eine	 SDS-Polyacrylamidgel-



















Um	 Proteine	 aus	 dem	 SDS-Polyacrylamidgel	 auf	 eine	 Nitrozellulosemembran	 zu	
transferieren,	wurde	eine	mit	Blot-Puffer	befüllte	Mini	Trans-Blot-Kammer	verwendet.	Der	
Transfer	 wurde	 bei	 100	 Volt	 innerhalb	 1	 h	 durchgeführt.	 Zum	 Blockieren	 unspezifischer,	
Bindungstellen,	wurde	die	Membran	für	1	h	bei	RT	mit	einem	Blockierungspuffer	oder	BSA-
Lösung	 inkubiert.	Anschließend	wurde	der	mit	Blockierungspuffer	 (Anti-PFKFB3)	oder	BSA-
Lösung	 (Anti-ß-Aktin)	 verdünnte	primäre	Antikörper	 (Tab.	 2.24)	 auf	 den	Blot	 gegeben	und	
über	Nacht	bei	4	°C	inkubiert.	Am	nächsten	Tag	wurde	die	Membran	dreimal	mit	TBST-Puffer	
jeweils	 5	 min	 gewaschen	 und	 danach	 wurde	 der	 Blot	 mit	 dem	 entsprechenden	 in	 TBST-
Puffer	verdünnten	Peroxidase-gekoppelten	sekundären	Antikörper	(Tab.	2.24)	für	1	h	bei	RT	
inkubiert.	Nach	nochmaligem	dreifachem	Waschen	mit	TBST-Puffer	wurde	der	Blot	mit	dem	
Chemilumineszenz-Substrat	 „Super	 Signal	 West	 Dura“	 nach	 den	 Angaben	 des	 Herstellers	
inkubiert,	um	eine	Visualisierung	der	Proteinbanden	auf	einem	Röntgenfilm	zu	erreichen.	
	
Blot-Puffer:		 	 	 	 20	mM	Tris-HCl	
150	mM	Glycin	
20	%	(v/v)	Methanol	




Blockierungspuffer:		 	 	 5	%	(w/v)	Magermilchpuffer	in	TBST-Puffer	













Prinzip	 dieser	 Methode	 besteht	 darin,	 dass	 man	 die	 Proteinlysate	 einer	 Probe	 (HEK-293-
Zellen	mit	UBI2K4	Knockdown)	und	einer	Kontrolle	 (HEK-293-Zellen	mit	 „scrambled	siRNA)	
mit	 zwei	 unterschiedlichen	 Fluoreszenzfarbstoffen,	markiert	 und	 dann	 auf	 einen	 Chip	mit	
immobilisierten	 Antikörpern	 gibt.	 Aus	 dem	 Verhältnis	 der	 Fluoreszenzintensitäten	 beider	
Farbstoffe	 können	Unterschiede	 im	Proteinexpressionsprofil	 zwischen	Probe	und	Kontrolle	
analysiert	werden.	Es	wurden	jeweils	2*106	HEK-293-Zellen	in	einer	75	cm2	Zellkulturflasche	
transfiziert.	 Pro	 Flasche	 wurde	 folgender	 Transfektionsansatz	 hergestellt:	 75	 µl	 siRNA	
(5	μmol/μl)	 auf	 1,425	 ml	 serumfreies	 Medium	 und	 30	 μl	 DharmaFECT	 auf	 1,47	 ml	
serumfreies	 Medium.	 Im	 weiteren	 Verlauf	 wurde	 wie	 bereits	 beschrieben	 vorgegangen	
(siehe	 2.13.4.3).	 Nach	 72	 h	 Inkubationszeit	 wurden	 die	 Zellen	 geerntet,	 dreimal	 mit	 PBS	
gewaschen,	mit	5	μl	Proteaseinhibitor	vermischt	und	bei	-80	°C	für	den	Versand	eingefroren.	
Es	 wurden	 die	 Farbstoffe	 Dy649-P-NHS	 und	 Dy549-P-NHS	 zur	Markierung	 verwendet.	 Die	
Proben	 wurden	 alternativ	 mit	 jeweils	 beiden	 Farbstoffen	 markiert	 und	 mit	 der	







Test	 und	 der	 GraphPad	 Prism	 7	 Software	 ausgewertet.	 Alle	 in	 dieser	 Arbeit	 präsentierten	
Ergebnisse	wurden	durch	mindestens	sechsmalige	Wiederholung	der	jeweiligen	Experimente	
gewonnen.	 Die	 statistische	 Auswertung	 der	 Mikroarray-Analyse	 wurde	 von	 der	 Firma	










































die	 Expression	 dieser	 Isoform	 und	 zum	 Vergleich	 die	 der	 UBI2K5	 und	 UBI2K6	 durch	
spezifische	 siRNAs	 unterdrückt	 werden.	 Da	 in	 malignen	 Tumoren	 häufig	 ein	
Heterozygotieverlust	des	Chromosoms	10	(LOH	10)	beobachtet	wird,	der	die	Expression	der	
gesamten	PFKFB3	um	50	%	verringert,	haben	wir	zur	Auswahl	geeigneter	Zellen	für	die	siRNA	
Experimente	 verschiedene	 humane	 Zelllinien	 auf	 einen	 LOH	 10	 im	 Bereich	 des	 PFKFB3	
Genlocus	 geprüft.	 Die	 verwendeten	 Tumorzelllinien	 entspringen	 unterschiedlichen	
Geweben.	HeLa	sind	Epithelzellen	eines	Zervixkarzinoms.	SH-SY5Y	sind	abgeleitet	von	SK-N-
SH,	 welche	 wiederum	 aus	 einer	 Knochenmarkbiopsie	 eines	 Neuroblastompatienten	
stammen.	 LN405	 stammen	 aus	 einem	 Grad	 IV	 Astrozytom.	 1321N1	 ist	 ebenfalls	 eine	
Astrozytomzelllinie.	 U87	 entspringen	 einem	 primären	 Glioblastom.	 HEK-293	 stellen	 ein	
Transformationsprodukt	 des	 menschlichen	 Adenovirus	 5	 und	 humaner	 embryonaler	
Nierenzellen	 dar	 und	 stellt	 somit	 keine	 echte	 Tumorzelllinie	 dar.	 Es	 wurden	 vier	
Mikrosatellitenmarker	 in	10p15.1	bestimmt,	wobei	D10S189	und	D10S289	das	PFKFB3	Gen	
unmittelbar	flankieren	(Fleischer	et	al.,	2011).	 In	der	Tumorzelllinie	U87	konnte	kein	alleler	
Verlust	 der	 Marker	 und	 damit	 des	 PFKFB3-Gens	 nachgewiesen	 werden.	 In	 HeLa,	 LN405,	
1321N1	und	HEK-293	Zellen	konnte	bei	allen	getesteten	Markern	ein	Heterozygotieverlust	
nachgewiesen	werden,	was	bei	den	glialen	Zelllinien	LN405	und	1321N1	den	Verlust	eines	
Allels	 der	 PFKFB3	 wahrscheinlich	 macht.	 Die	 SH-SY5Y	 Zellen	 zeigen	 bei	 50	 %	 der	
verwendeten	Mikrosatellitenmarker	einen	Heterozygotieverlust	(Tab.	3.1).Wir	haben	uns	für	
die	 humane	 Glioblastomzelllinie	 U87	 entschieden,	 weil	 diese	 keinen	 allelen	 Verlust	 des	
PFKFB3	Gens	 aufweist	 und	 auch	 schon	 für	 andere	 Untersuchungen	 aufgrund	 einer	 hohen	
Wachstumsrate	 und	 Transfektionseffizienz	 von	 uns	 verwendet	 wurde	 (Zscharnack	 et	 al.,	
2009).	Zum	Vergleich	wurden	die	siRNA	Experimente	auch	mit	primär	nicht-neoplastischen	
Zellen	der	humanen	embryonalen	Nierenzelllinie	HEK-293	durchgeführt.	Obwohl	nur	jeweils	





ein	 Individuell-spezifisches	 Merkmal	 ist.	 Außerdem	 zeigen	 HEK-293-Zellen	 eine	 höhere	
UBI2K4	 Expression	 als	 U87-Zellen	 (siehe	 3.2.2.1),	 sodass	 Knockdown-Experimente	 besser	






	 D10S1713	 D10S289	 D10S189	 D10S1172	 LOH	positiv	
HeLa	 				 				+	 				 				+	 				 				+	 				 				+	
100	%	
SH-SY5Y	









1321N1	 				 				+	 				 				+	 				 				+	 				 				+	
100	%	
U87	 				 				-	 				 				-	 				 				-	 				 				-	
0	%	




und	 den	 entsprechenden	 Primern	 der	 Mikrosatellitenmarker	 durchgeführt.	 Anschließend	
wurden	 die	 Proben	 in	 einem	 4	 %igen	 TBE-Gel	 aufgetrennt	 und	 nach	 fünf	 Stunden	
ausgewertet.	 Proben,	 bei	 welchen	 zwei	 Banden	 nachgewiesen	 werden	 konnten,	 weisen	











Stabil	 integrierte	 siRNAs	 wurden	 mit	 dem	 pTER-Vektor	 erzeugt	 (Van	 de	 Wetering	 et	 al.,	
2003).	 Der	 Vektor	 enthält	 einen	 H1-RNA	 Polymerase	 III	 Promotor	 für	 die	 Synthese	 der	




werden	 intrazellulär	 durch	 das	 Enzym	 DICER	 zu	 doppelsträngiger	 siRNA	 prozessiert	
(Abb.	2.1).		
Um	 einen	 gezielten	 Knockdown	 einer	 einzelnen	mRNA	 zu	 erzeugen,	 darf	 die	 Sequenz	 der	
ausgewählten	siRNA	nur	komplementär	zur	mRNA	des	 jeweiligen	Zielproteins	sein.	Da	sich	
die	Sequenzen	der	einzelnen	Spleißvarianten	nur	geringfügig	im	C-Terminus	unterscheiden,	
gibt	 es	 nur	 eine	 geringe	Auswahl	möglicher	 siRNA	Moleküle,	welche	 für	 die	 Inhibition	der	
UBI2K4,	 5	 und	 6	 infrage	 kommen.	 Es	 wurden	 mehrere	 Varianten	 getestet,	 jedoch	 waren	













        Exon A 
UBI2K4...ATCTACCTGA ACGTGGAGTC CGTCTGCACA CACCGGGAGA GGTCAGAGGA                                         
UBI2K5...ATCTACCTGA ACGTGGAGTC CGTCTGCACA CACCGGGAGA GGTCAGAGGA 
UBI2K6...ATCTACCTGA ACGTGGAGTC CGTCTGCACA CACCGGGAGA GGTCAGAG-- 
                                          
            Exon C                                        
UBI2K4   TGCAAAGAAG GGACCTAACC CGCTCATGAG ACGCAATAGT GTCACCCCGC 
UBI2K5   TGCAAAGAAG GGACCTAACC CGCTCATGAG ACGCAATAGT GTCACCCCGC 
UBI2K6   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
                                                       
UBI2K4   TAGCCAGCCC CGAACCCACC AAAAAGCCTC GCATCAACAG CTTTGAGGAG 
UBI2K5   TAGCCAGCCC CGAACCCACC AAAAAGCCTC GCATCAACAG CTTTGAGGAG 
UBI2K6   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
                                                       
UBI2K4   CATGTGGCCT CCACCTCGGC CGCCCTGCCC AGCTGCCTGC CCCCGGAGGT 
UBI2K5   CATGTGGCCT CCACCTCGGC CGCCCTGCCC AGCTGCCTGC CCCCGGAGGT 
UBI2K6   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
 
                                 Exon D                  Exon G 
UBI2K4   GCCCACGCAG CTGCCTGGAC AACCTTTGCT AGGGCAAGCC TGTCTAACAT 
UBI2K5   GCCCACGCAG CTGCCTGGAC AA-------- ---------- -----AACAT 
UBI2K6   ---------- ---------- ---------- ---------- -----AACAT 
 
 
                             
UBI2K4   GAAAGGCTCC CGGAGCAGCG CTGACTCCTC CAGGAAACAC TGA... 
UBI2K5   GAAAGGCTCC CGGAGCAGCG CTGACTCCTC CAGGAAACAC TGA... 
UBI2K6   GAAAGGCTCC CGGAGCAGCG CTGACTCCTC CAGGAAACAC TGA...    
	
B	
	 Exon	A	 Exon	C	 Exon	D	 Exon	G	
UBI2K4	 X	 X	 X	 X	
UBI2K5	 X	 X	 O	 X	
UBI2K6	 X	 O	 O	 X	
	
Abb.	3.1	Gegenüberstellung	der	untersuchten	Spleißvarianten	
A	 Es	 wurden	 die	 C-terminalen	 Sequenzen	 der	 Spleißvarianten	 UBI2K4,	 UBI2K5	 und	 UBI2K6	
gegenübergestellt,	um	darzustellen,	in	welchen	Sequenzbereichen	Unterschiede	zu	verzeichnen	sind.	
Ziel	 musste	 es	 sein,	 spezifische	 Sequenzen	 zu	 finden,	 die	 jeweils	 nur	 in	 einer	 Spleißvariante	
vorkommen	 und	 auch	 keine	 weiteren	 RNA-Sequenzen	 des	 menschlichen	 Genoms	 inhibieren.	 Die	
siRNAs	wurden	mit	Hilfe	der	Online-Programme	siRNA	Design	Center	und	ON-TARGETplus	siRNA	von	
Dharmacon	 entworfen	 und	 mit	 NBLAST	 der	 NCBI	 Gendatenbank	 auf	 unspezifische	 Bindungen	
geprüft.	Die	verwendeten	siRNAs	für	die	Spleißvarianten	sind	farblich	verschieden	unterlegt:	UBI2K4	
(türkis),	UBI2K5	(grün)	und	UBI2K6	(gelb)	B	Darstellung	der	verschiedenen	Exonkombinationen	im	C-
























stabil	 transfizierter	 Zellen	 zu	 optimieren,	 enthält	 der	 Expressionsvektor	 ein	 selektierbares	
Markerprotein	 (EGFP)	 „downstream“	 zur	 shRNA	 (Chalfie	 et	 al.,	 1994).	 Die	 Selektion	 erfolgte	 mit	










Die	 isoformspezifischen	 shRNAs	 wurden	 in	 den	 in	 Abb.	 3.2	 dargestellten	 pTER-Vektor	














Die	 UBI2K4,	 UBI2K5,	 UBI2K6	 und	 die	 Negativkontrolle	 zeigten	 unterschiedliche	
Transfektionsraten,	hier	zu	sehen	an	der	unterschiedlich	hohen	Fluoreszenz.	Nach	erfolgter	
Transfektion	der	HEK-293-Zellen	mit	dem	pTER-UBI2K6	Plasmid	konnte	eine	morphologische	





möchte	 mich	 im	 Folgenden	 auf	 die	 Spleißvariante	 UBI2K4	 beschränken.	 Eine	 nähere	
Untersuchung	der	verbleibenden	Spleißvarianten	UBI2K5	und	UBI2K6	steht	noch	aus.		
In	 U87-Zellen	 wurde	 der	 siRNA	 vermittelte	 Knockdown	 der	 Spleißvarianten	 zunächst	 nur	
































Im	 weiteren	 Verlauf	 wurden	 die	 Zellen	 mit	 stabilem	 UBI2K4	 Knockdown	 mittels	 Trizol-	
Reagenz	 aufgeschlossen	 und	 die	 RNA	 extrahiert.	 Anschließend	 wurde	 die	 mRNA	 in	 cDNA	
umgeschrieben	 und	mit	 real-time	 PCR	 am	 LightCycler	 quantifiziert.	 Die	 ermittelten	Werte	
der	 UBI2K4	 mRNA	 Konzentration	 wurden	 mit	 denen	 des	 ubiquitär	 exprimierten	 „house	
keeping“	Enzym	Glycerinaldehyd-3-phospat-dehydrogenase	(GAPDH)	 ins	Verhältnis	gesetzt.	






Dargestellt	 ist	 die	 Expression	 der	 UBI2K4	 mRNA	 bezogen	 auf	 die	 GAPDH	 Expression.	 Die	 mRNA	
Konzentrationen	 wurden	 mittels	 quantitativer	 RT-PCR	 ermittelt.	 HEK-293	 n5:	 Klon	 von	 stabil	
transfizierten	Zellen	mit	scrambled	siRNA;	HEK-293	4Ac1:	Klon	von	stabil	transfizierten	Zellen	mit	der	










der	 HEK-293-Zellen	 war	 nicht	 ausreichend.	 Deshalb	 wurden	 sowohl	 ein	 stabiler	 negativer	
Klon	(n5,	fortlaufend	als	HEK-293	n5	bezeichnet),	als	auch	ein	stabiler	positiver	Klon	(4Ac1,	
fortlaufend	als	HEK-293	4Ac1	bezeichnet),	welcher	die	beabsichtigte	Hemmung	der	UBI2K4	








Um	 zu	 prüfen,	 welchen	 Einfluss	 die	 Hemmung	 der	 UBI2K4	 Expression	 auf	 die	 anderen	 in	
HEK-293-Zellen	 vorkommenden	 PFKFB3	 Spleißvarianten	 hat,	 wurden	 in	 den	 Proben	 die	
UBI2K5	und	UBI2K6	mRNAs	quantifiziert.	Der	Knockdown	der	UBI2K4	führt	in	HEK-293-Zellen	
zu	einer	signifikanten	Zunahme	der	UBI2K5	mRNA	um	40	%	(Abb.	3.5	B).	Auf	die	Expression	




Abb.	 3.5	 Knockdown	 der	 Spleißvariante	
UBI2K4	 in	 HEK-293-Zellen	 bei	 stabiler	
und	zusätzlicher	transienter	Transfektion	
Für	 die	 Transfektion	 wurden	 HEK-293-Zellen	
mit	 bereits	 stabil	 integrierter	 Kontroll-shRNA	
(Klon	 n5)	 bzw.	 UBI2K4-shRNA	 (Klon	 4Ac1)	
verwendet.	Es	sind	die	Mittelwerte	±	SEM	von	
mindestens	 5	 unabhängigen	 Experimenten	
dargestellt.	 Unterschiede	mit	 p<0,01	 (**)	 und	
p<0,0001	 (****)	 wurden	 als	 signifikant	
betrachtet.	
HEK-293	nativ:	 unbehandelte	 HEK-293-Zellen	
scr-siRNA:	 mit	 scrambled	 siRNA	 stabil	 und	
transient	tranfizierte	Zellen	









war	 nur	 die	 Transfektion	mit	 dem	 UBI2K6-pTER-Vektor	 und	 dem	 Kontrollvektor	 (Negativ-
Vektor)	 erfolgreich,	 alle	 anderen	 transfizierten	 U87-Zellen	 starben	 sehr	 schnell,	 weshalb	
zunächst	auf	eine	stabile	Transfektion	verzichtet	werden	musste	und	wir	uns	für	die	alleinige	
transiente	Transfektion	entschieden.	
Der	 transiente	 Knockdown	 der	 UBI2K4	 in	 U87-Zellen	 führte	 zu	 einem	 Abfall	 der	 UBI2K4	
mRNA	Expression	um	90	%	 im	Vergleich	zur	Kontrolle	 (Abb.	3.6	A).	 Im	Unterschied	zu	den	
HEK-293-Zellen	 wurden	 parallel	 zum	 UBI2K4	 Knockdown	 eine	 signifikante	 Abnahme	 der	
UBI2K5	Expression	um	25	%	(Abb.	3.6	B)	und	eine	 leichte	Zunahme	der	UBI2K6	Expression	
um	10	%	 gemessen	 (Abb.	 3.6	 C).	 Im	 direkten	Vergleich	 zwischen	HEK-293	 und	U87-Zellen	










anschließend	 im	 LightCycler	 analysiert.	 Die	
ermittelten	 Kopien	 pro	 RT-PCR	 Ansatz	
wurden	 auf	 die	 Expression	 der	 GAPDH	 als	
Referenz	bezogen.	Es	 sind	die	Mittelwerte	±	
SEM	 von	 mindestens	 5	 unabhängigen	
Experimenten	 dargestellt.	 Unterschiede	 mit	
p<0,1	 (*)	 und	 p<0,0001	 (****)	 wurden	 als	
signifikant	betrachtet.	
U87	nativ:	unbehandelte	U87	Zellen	
scr-siRNA:	 mit	 scrambled	 siRNA	 transient	
tranfizierte	Zellen	






























transfizierten	 HEK-293-Zellen	 bzw.	 in	 U87-Zellen	 untersucht.	 Dazu	 wurden	 die	 Zellen	 mit	




nicht	 dargestellt	 werden	 kann.	 Die	 UBI2K4	 hat	 eine	 Größe	 von	 ca.	 58,8	 kDa	 und	 liegt	 im	
Westernblot	 direkt	 unter	 der	 UBI2K5	 (59,6	 kDa),	 die	 eine	 deutlich	 höhere	 Konzentration	
aufweist.	 Sowohl	 in	 HEK-293-	 als	 auch	 in	 U87-Zellen	 konnte	 eine	 Abnahme	 des	 UBI2K4	
Proteins	detektiert	werden	(Abb.	3.7).	Nach	der	Behandlung	mit	siRNA	ist	die	Spleißvariante	
UBI2K4	 in	 beiden	 Zelllinien	 nicht	 mehr	 nachweisbar,	 womit	 von	 einer	 Hemmung	 der	
Expression	der	UBI2K4	ausgegangen	werden	kann.	Unterschiede	im	Westernblot	lassen	sich	
zwischen	HEK-293	und	U87-Zellen	erkennen.	 In	HEK-293-Zellen	tritt	eine	zusätzliche	Bande	













PFKFB3-Antikörper	 (1:1000)	 der	 Firma	 Abgent	 (ABIN392768)	 und	 anschließend	 mit	 Esel-Anti-
Kaninchen-IgG-POD	 (1:	200000)	 inkubiert.	 ß-Actin	 wurde	 als	 Ladekontrolle	 verwendet.	 Die	
Entwicklung	 erfolgte	 mit	 der	 ECL-Technik.	 A	 Analyse	 der	 UBI2K4	 Expression	 in	 HEK-293-Zellen,	

















Es	 wurden	 jeweils	 5000	 stabil	 und	 transient	 transfizierte	 Zellen	 pro	 Kavität	 einer	 12-well-Platte	
ausgesät	 und	 im	 24	h	 Rhythmus	 wurde	 eine	 Doppelbestimmung	 durchgeführt.	 Dazu	 wurden	 die	
Zellen	 aus	 jeweils	 zwei	 Kavitäten	 mit	 Trypsin	 abgelöst	 und	 anschließend	 mit	 einer	 Thoma-
Zählkammer	 ausgezählt.	 Es	 sind	 die	 Mittelwerte	 ±	 SEM	 von	 drei	 unabhängigen	 Experimenten	
dargestellt.	Unterschiede	mit	p<0,0001	(****)	wurden	als	signifikant	betrachtet.	Scr-siRNA:	stabil	und	






Auch	 in	der	 lichtmikroskopischen	Darstellung	 (Abb.	3.9)	 ist	 zu	erkennen,	dass	die	HEK-293	

















der	 Zellen	 hat.	 Diese	 Eigenschaft	 ist	 charakteristisch	 für	 maligne	 Zellen	 und	 ist	 somit	 ein	
Indikator	 für	 den	 Grad	 der	 Zelltransformation.	 Eine	 Abnahme	 der	 Koloniebildung	 ist	 ein	
Hinweis	für	die	Abnahme	der	Malignität	der	Zellen.	Zwischen	den	miteinander	verglichenen	
Zellen	 ist	 nach	 2	 Wochen	 ein	 Unterschied	 in	 der	 Koloniebildung	 von	 15	 %	 festzustellen.	
Dabei	zeigen	die	Kontrollzellen	mit	scrambled	siRNA	ein	stärkeres	und	invasiveres	Wachstum	




















A	 scr-siRNA:	HEK-293-Zellen	mit	 scrambled	 siRNA	stabil	und	 transient	 transfiziert;	B	UBI2K4-siRNA:	








verglichen.	 Pro	well	wurden	 5000	 transfizierte	 Zellen	 verwendet.	Nach	 14	 Tagen	wurden	 Kolonien	













und	 photometrisch	 bestimmt.	 Sowohl	 der	Wst-1	 als	 auch	 der	 BrdU-Test	wurden	mit	HEK-




siRNA	 bzw	 den	 nativen	 HEK-293-Zellen	 nachweisbar.	 Im	 BrdU-Test	 ist	 bei	 den	 Zellen	 mit	
UBI2K4	 Knockdown	 ein	 signifikanter	 Abfall	 der	 Extinktion	 von	 55	 %	 im	 Vergleich	 zu	 den	
Zellen	 mit	 scrambled	 siRNA	 bzw	 den	 nativen	 HEK-293-Zellen	 festzustellen	 (Abb.	 3.12	 B).	
Daraus	resultiert	eine	nachweislich	verminderte	Proliferation	von	HEK-293-Zellen	mit	UBI2K4	
Knockdown	 im	 Vergleich	 zur	 Negativkontrolle	 bzw.	 den	 nativen	 Zellen.	 Diese	 Ergebnisse	






Sowohl	 der	Wst-1	 als	 auch	 der	 BrdU-Test	wurden	mit	 stabil	 und	 zusätzlich	 transient	 transfizierten	
HEK-293-Zellen	 durchgeführt.	 Es	 sind	 jeweils	 die	 Ergebnisse	 von	 sechs	 unabhängigen	 Versuchen	
dargestellt.	Unterschiede	mit	 p<0,0001	 (****)	wurden	 als	 signifikant	 betrachtet.	A	 Darstellung	der	




3.5.2	 Einfluss	 des	 UBI2K4	 Knockdown	 auf	 die	 Viabilität	 und	 die	 Proliferation	 von	 U87-
Zellen	
U87	Zellen	wurden	transient	mit	scrambled	siRNA	(Scr-siRNA)	und	spezifischer	UBI2K4	siRNA	












Es	 sind	 jeweils	 die	 Ergebnisse	 von	 sechs	 unabhängigen	 Versuchen	 dargestellt.	 Unterschiede	 mit	






Der	 UBI2K4	 Knockdown	 führte	 sowohl	 in	 HEK-293-Zellen	 als	 auch	 in	 U87-Zellen	 zu	 einer	
Abnahme	des	Wachstums,	der	Viabilität	und	der	Proliferation.	Um	erste	Anhaltspunkte	über	
den	Wirkmechanismus	der	UBI2K4	zu	erhalten,	haben	wir	einen	Antikörper-Mikroarray	 für	
ausgewählte	 CD-Markerproteine	 einschließlich	 verschiedener	 Rezeptorpotene	 mit	 UBI2K4	
siRNA	 behandelten	 HEK-293-Zellen	 (4Ac1)		 im	 Vergleich	 zu	 scrambled	 siRNA	 behandelten	
Zellen	(n5)	durchgeführt,	welche	 jeweils	zusätzlich	transient	transifiziert	wurden.	Abb.	3.14	
zeigt	 die	 Ergebnisse	 der	 Mikroarray-Analyse	 dargestellt	 in	 einem	 Volcano-Plot.	 Für	 jedes	
Protein	wurde	ein	p-Wert	errechnet,	der	anzeigt,	ob	eine	signifikante	Änderung	vorliegt.	Im	
Volcano-Plot	wird	der	negative	dekadische	Logarithmus	der	p-Werte	gegen	den	dekadischen	






Es	 wurden	 UBI2K4	 siRNA	 behandelte	 HEK-293-Zellen	 (4Ac1)	 und	 als	 Kontrolle	 scrambled	 siRNA	
behandelte	 Zellen	 (N5)	 verwendet.	 Die	 Volcano-Plot-Darstellung	 zeigt	 auf	 der	 X-Achse	 die	
logaritmische	Konzentrationsveränderung	der	mit	dem	Mikroarray	analysierten	Proteine	und	auf	der	
Y-Achse	 den	 negativen	 Logarithmus	 der	 berechneten	 p-Werte	 für	 die	Unterschiede.	Die	 Trennlinie	










Tab.	 3.2	 Zusammenstellung	 der	 mit	 dem	 Mikroarray	 ermittelten	 relevanten	
Proteinkonzentrationsveränderungen	
Proteine	 mit	 positivem	 logFC	 (log–fold	 changes)	 sind	 in	 UBI2K4	 siRNA	 behandelten	 Zellen	 (4Ac1)	





Durch	 den	 UBI2K4	 Knockdown	 werden	 Proteine	 der	 unspezifischen	 Immunantwort,	 aber	
auch	 andere	 Zelloberflächen-Antigene	 verändert.	 Eine	 signifikante	 Erhöhung	 konnte	 für	







UBI2K4	 in	 U87	 und	 HEK-293-Zellen	 beschäftigt	 (Zscharnack	 et	 al.,	 2009).	 Nun	 sollte	 der	
Einfluss	 des	 nativen	 Proteins	 untersucht	 werden,	 um	 Effekte	 des	 Fusionsproteins	
auszuschließen.	 Dazu	wurde	 der	 pcDNA3.1	 Vektor	 genutzt,	 in	 dem	 in	 diesen	 eine	 UBI2K4	













Mit	 dem	 generierten	 Plasmid	 wurden	 HEK-293-Zellen	 und	 U87-Zellen	 transfiziert.	 Die	 Selektion	







wurden	 mittels	 Trizol-Reagenz	 aufgeschlossen	 und	 die	 RNA	 extrahiert.	 Bei	 U87-Zellen	
wurden	 transient	 transfizierte	 Zellen	 verwendet	 und	 die	 Zellen	 24	 Stunden	 nach	 der	
Transfektion	geerntet.	Anschließend	wurde	die	mRNA	 in	cDNA	umgeschrieben	und	mittels	
real-time	 PCR	 am	 LightCycler	 quantifiziert.	 Die	 ermittelten	 Werte	 der	 UBI2K4	 Expression	
wurden	auf	die	Konzentration	des	ubiquitär	exprimierten	Transkriptionsfaktors	TBP	bezogen.	




















































Abb	 3.16	 UBI2K4	 mRNA	 Expression	 in	 stabil	 transfizierten	 HEK-293-	 und	 transient	
transfizierten	U87-Zellen	
Dargestellt	 ist	 die	 Expression	 der	 UBI2K4	 mRNA	 bezogen	 auf	 die	 TBP	 Expression.	 Die	 mRNA	
Konzentrationen	wurden	mittels	 quantitativer	 RT-PCR	 ermittelt.	A	 HEK-293	 LV:	 transfizierte	 Zellen	
mit	 Leervektor	 pcDNA3.1;	 HEK-293	 UBI2K4:	 transfizierte	 Zellen	 mit	 der	 Überexpression	 der	
Spleißvariante	 UBI2K4;	 B	 U87	 LV:	 transfizierte	 Zellen	 mit	 Leervektor	 pcDNA3.1;	 U87	 UBI2K4:	
transfizierte	 Zellen	 mit	 der	 Überexpression	 der	 Spleißvariante	 UBI2K4	 (siehe	 Abb.3.15).	 Es	 sind	









Die	 Viabilität	 nimmt	 im	 Vergleich	 zwischen	 Leervektor-	 und	 UBI2K4-	 überexprimierenden	
HEK-293-Zellen	um	33	%	zu.	Die	Extinktion	im	BrdU-Test	zwischen	dem	Leervektor	und	den	
überexprimierenden	Klonen	steigt	um	57	%	an.	































Sowohl	 der	 WST-1-	 als	 auch	 der	 BrdU-Test	 wurden	 mit	 stabil	 transfizierten	 HEK-293-Zellen	
durchgeführt.	 Es	 sind	 jeweils	 die	 Ergebnisse	 von	 sechs	 unabhängigen	 Versuchen	 dargestellt.	
Unterschiede	mit	 p<0,001	 (**)	wurden	als	 signifikant	 betrachtet.	A	 Darstellung	der	 Ergebnisse	des	










3.18	 dargestellt.	 Die	 Viabilität	 nimmt	 im	 Vergleich	 zwischen	 Leervektor	 und	 UBI2K4-
überexprimierden	 U87-Zellen	 um	 56	 %	 zu.	 Die	 Extinktion	 im	 BrdU-Test	 zwischen	 dem	
Leervektor	und	den	überexprimierden	Klonen	steigt	um	57	%	an.	










Sowohl	 der	 Wst-1	 als	 auch	 der	 BrdU-Test	 wurden	 mit	 transient	 transfizierten	 U87-Zellen	
durchgeführt.	 Es	 sind	 jeweils	 die	 Ergebnisse	 von	 sechs	 unabhängigen	 Versuchen	 dargestellt.	
Unterschiede	mit	 p<0,001	 (**)	wurden	als	 signifikant	 betrachtet.	 A	 Darstellung	der	 Ergebnisse	des	




Beim	 direkten	 Vergleich	 der	 Ergebnisse	 der	mit	 HEK-293-	 und	 U87-Zellen	 durchgeführten	
kolorimetrischen	 Tests,	 konnte	 bei	 gleicher	Überexpression	 der	UBI2K4	 um	den	 Faktor	 10	
eine	gleiche	Steigerung	der	Proliferation	im	BrdU-Test	nachgewiesen	werden.	Die	Viabilität	
nahm	 jedoch	 bei	 U87-Zellen	 stärker	 als	 bei	 HEK-293-Zellen	 zu.	 Die	 Ergebnisse	
korrespondieren	 mit	 denen	 der	 durchgeführten	 und	 bereits	 beschriebenen	 Knockdown-





























Die	 PFKFB3	 ist	 ein	 regulatorisches	 Glykolyseenzym,	 welches	 eine	 Verbindung	 zwischen	
Energiestoffwechsel	 und	 Proliferation	 herstellt	 (Roy	 et	 al.,	 2017;	
Rodriguez-Garcia	et	al.,	2017).	 Für	 die	 PFKFB3	 werden	 verschiedene	 Spleißvarianten	
beschrieben	 (Kessler	et	al.,	2001),	wobei	 in	Glioblastomen	die	UBI2K4,	UBI2K5	und	UBI2K6	
nachgewiesen	wurden	(Zschnarnack	et	al.,	2009).		
Im	 Fokus	 der	 vorgestellten	 Untersuchungen	 steht	 die	 UBI2K4,	 eine	 Spleißvariante	 des	
PFKFB3	Gens.	Ziel	der	Arbeit	war	es,	die	vermutete	antiproliferative	Wirkung	der	UBI2K4	zu	
untersuchen	 (Zscharnack	 et	 al.,	 2009)	 und	 dezidierte	 Aussagen	 über	 deren	 Funktion	 im	
Stoffwechsel	 von	 Glioblastomen	 zu	 erzielen.	 Eine	 Aufgabe	 war	 es,	 durch	 stabil	 in	
Glioblastomzellen	 integrierte	 siRNA	 einen	 Knockdown	 der	 UBI2K4	 sowie	 der	 UBI2K5	 und	
UBI2K6	zu	erzeugen.	Vergleichend	dazu	wurde	die	Überexpression	des	nativen	Proteins	der	









Bei	 U87-Zellen	 handelt	 es	 sich	 um	 eine	 Tumorzelllinie,	 welche	 gemäß	 den	 Angaben	 der	
American	 Type	 Culture	 Collection	 (ATCC)	 aus	 einem	 Patienten	 mit	 einem	 Grad	 IV	




Bezeichnung	 für	 "Human	 Embryonic	 Kidney"-Zellen.	 HEK-293	 ist	 eine	 seit	 über	 50	 Jahren	
existierende	 Zelllinie,	 welche	 durch	 die	 Kombination	 aus	 humanen	 embryonalen	
Nierenzellen	und	dem	menschlichen	Adenovirus	5	entstanden	ist	(Shein	et	al.,	1962;	Hausen	
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et	 al.,	 1967).	HEK-293	 sind	 Epithelzellen	mesodermalen	Ursprungs,	 die	 adhärent	wachsen.	
Da	sie	künstlich	transformiert	wurden,	sind	sie	als	Tumormodell	nur	bedingt	tauglich	und	die	
Tumorgenität	 ist	 umstritten.	 Shen	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 die	 HEK-293-Zellen	 aus	 höheren	
Passagen	 durchaus	 Tumoren	 auslösen	 können	 und	 im	 Laufe	 der	 Passagen	 offensichtlich	
transformiert	werden	 (Shen	et	al.,	 2008).	 Stepanenko	und	Dmitrenko	weisen	auf	die	nicht	
gewebsspezifische	Genexpression	der	HEK-293-Zellen	hin,	die	neben	einem	Nieren-Phänotyp	
auch	 neuronale	 Eigenschaften	 aufweisen	 und	 sich	 ebenfalls	 durch	 genomische	 Instabilität	
auszeichnen,	 Eigenschaften	 die	 typisch	 sind	 für	 Tumorzellen	 (Stepanenko	 und	 Dmitrenko,	
2015).		
Vorteil	 für	 unsere	 Untersuchungen	 war,	 dass	 stabile	 HEK-293-Zellklone	 leichter	 isoliert	
werden	können,	da	sie,	beginnend	mit	einer	Einzelzelle,	kreisrund	wachsen	und	sich	deutlich	
von	benachbarten	Zellklonen	abgrenzen.	Außerdem	bilden	HEK-293-Zellen	einen	dichteren	
Zellrasen	 als	 U87-Zellen,	 wodurch	 die	 Ausbeute	 an	 geernteten	 Zellen	 bei	 gleicher	
Wachstumsfläche	größer	ist.	HEK-293-Zellen	weisen	außerdem	einen	höhere	UBI2K4	Spiegel	
als	U87-Zellen	auf	(Abb.	3.5	A;	3.6	A),	sodass	ein	Knockdown	besser	erkennbar	sein	sollte.		
Viele	 Studien	 untersuchen	 die	 Bedeutung	 eines	 LOH	 bei	 der	 Genese	 von	 Glioblastomen	
(Rasheed	et	al.,	1995;	Fujisawa	et	al.,	2000;	Ohgaki	et	al.,	2009;	Huang	et	al.,	2016).	Fleischer	
et.	al.	 publizierten	 2011	 den	 Zusammenhang	 zwischen	 einem	 LOH	 bei	 Glioblastomen	 im	
Bereich	 des	 Chromosoms	 10p15.1	 und	 der	 verminderten	 Expression	 der	 Spleißvariante	
UBI2K4	 (Fleischer	 et	 al.,	 2011).	 Deshalb	 wurden	 zunächst	 verschiedene	 Zelllinien	 mittels	
Mikrosatellitenanalyse	 auf	 einen	möglichen	 LOH	 in	 diesem	Abschnitt	 des	 Chromosoms	 10	
untersucht.	Alle	untersuchten	Zelllinien	(HeLa,	LN405,	1321N1,	SH-SY5Y),	einschließlich	HEK-
293-Zellen,	 zeigten	einen	allelen	Verlust	 von	2	bis	4	Markern	 im	Bereich	des	PFKFB3-Gens	
auf	 dem	 Chromosom	 10p.	 Eine	 Ausnahme	 waren	 die	 U87-Zellen,	 bei	 denen	 kein	
Heterozygotieverlust	 feststellbar	war.	Darüberhinaus	zeigen	U87-Zellen	Deletionen	auf	den	
Chromosomen	 1p	 und	 19q,	 die	 auch	 häufig	 in	 Glioblastomen	 und	Oligodendrogliomen	 zu	
finden	sind	(Law	et	al.,	2005).		
Zusammenfassend	kann	man	sagen,	dass	U87-Zellen	auf	keinen	Fall	einen	LOH	des	PFKFB3	












der	 C-terminalen	 Region	 unterscheiden	 und	 als	 UBI2K1-6	 bezeichnet	 werden	 (Abb.	 1.4)	
(Kessler	 und	Eschrich,	 2001).	 Im	Verlauf	 dieser	Arbeit	wurden	weitere	 Spleißvarianten	der	










und	 Drosophila	 melanogaster	 aufgeklärt.	 Der	 Effektor	 der	 RNA	 Interferenz	 ist	 ein	 19-21	
Nukleotid	 langes	doppelsträngiges	RNA	Molekül,	das	durch	2	Nukleotid-Überhänge	an	den	
3’Enden	 und	 einer	 Phosphatgruppe	 am	 5’Ende	 charakterisiert	 ist	 und	 als	 short	 interfering	
RNA	 (siRNA)	 bezeichnet	 wird	 (Elbashir	 et	 al.	 2001;	 Meister	 et	 al.,	 2004).	 Das	 eigentlich	
wirksame	Molekül	ist	eine	einzelsträngige	RNA,	die	in	einem	RISC	Komplex	entsteht	und	sich	
komplementär	an	die	Ziel-mRNA	binden	kann	und	damit	zur	Spaltung	und	zum	Abbau	dieser	
mRNA	 führt	 (Abb.	 2.1).	 Die	 Wirkungsdauer	 von	 siRNAs	 nach	 Transfektion	 ist	 nur	 kurz.	
Deshalb	 wurden	 Expressionskonstrukte	 entwickelt,	 die	 die	 siRNAs	 als	 short	 hairpin	 RNAs	
(shRNAs)	 unter	 der	 Kontrolle	 eines	 RNA-Polymerase	 III	 Promoters	 exprimieren	 (Ill	 et	 al.,	
2005).	 Short	 hairpin	 RNAs	 sind	 invertierte	 Repeats,	 bestehend	 aus	 der	 „sense“-	 und	
„antisense“-	Sequenz	einer	siRNA,	die	durch	eine	Haarnadelschleife	miteinander	verbunden	
sind.	 Nach	 erfolgter	 stabiler	 Expression	 werden	 die	 shRNAs	 als	 Substrat	 von	 dem	 Enzym	
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auch	 transiente	 siRNA	 entschieden.	 Der	 dauerhafte	 Knockdown	 sollte	 hier	 mittels	 des	




Die	 Schwierigkeit	 bei	 der	Auswahl	 der	 geeigneten	 siRNA-Sequenzen	 liegt	 darin,	 dass	diese	
sowohl	 komplementär	 zur	 mRNA-Sequenz	 des	 Zielproteins	 sein	 müssen,	 aber	 auch	 keine	






entschieden,	 welche	 partiell	 im	 Exon	 D,	 das	 in	 der	 UBI2K4	 vorkommt,	 und	 gleichzeitig	
überlappend	an	Exon	G	bindet,	sodass	neben	der	UBI2K4	(auch	als	Variante	4	bezeichnet),	
auch	die	Expression	der	erst	kürzlich	beschriebenen	Variante	5	aufgrund	gleicher	C-Termini	
gehemmt	wird.	 Beim	Knockdown	der	UBI2K5	 und	UBI2K6	wurden	 Sequenzen	 ausgewählt,	
welche	 am	 Übergang	 von	 Exon	 C	 zu	 Exon	 G	 bzw.	 von	 Exon	 A	 zu	 Exon	 G	 liegen.	 Die	
verwendeten	 Sequenzen	wurden	mit	NBLAST	 der	NCBI	Gendatenbank	 darauf	 getestet,	 ob	
diese	unspezifisch	auch	an	anderen	RNAs	binden	können.	Das	Ergebnis	war	negativ,	weshalb	




Laufe	 unserer	 Arbeit	 ergaben,	 dass	 es	 nicht	 nur	 die	 bis	 dato	 bekannten	 6	C-terminalen	
Spleißvarianten	 der	 PFKFB3	 gibt,	 sondern	 auch	 Spleißvarianten	 mit	 unterschiedlichen	
N-Termini.,	sodass	bei	der	Hemmung	der	UBI2K4	auch	die	Expression	der	Variante	5	und	bei	










Es	 wurden	 zunächst	 HEK-293-Zellen	 stabil	 transfiziert,	 indem	 die	 pTER-Vektoren	 mit	 den	
spezifischen	 shRNAs	 für	 die	 Spleißvarianten	 UBI2K4,	 UBI2K5	 und	 UBI2K6	 in	 die	 Zellen	
überführt	wurden.	 Es	wurde	 sich	 für	das	 chemische	Tranfektionsverfahren	der	 Lipofektion	
entschieden.	Nach	der	Transfektion	wurde	nach	Zellklonen	gesucht,	die	die	Plasmid-DNA	in	




den	 Stoffwechsel	 zu	 sehen,	waren	die	Veränderungen	 zu	 gering	 und	wir	 entschieden	uns,	
trotz	 erfolgreicher	 Transfektion,	 zwei	 ausgewählte	 Klone,	 4Ac1	 (shRNA	 positiv)	 und	 n5	




HEK-293-Zellen	 mit	 dem	 pTER-UBI2K6	 führte	 zu	 mikroskopischen	 Veränderungen	 der	
Zellausläufer	(Abb	3.3	C).	Diese	waren	länger	und	häufiger	ausgebildet.	
	
Bei	 der	 stabilen	 Transfektion	 von	 UBI2K4-pTER,	 UBI2K5-pTER	 und	 UBI2K6-pTER	 in	 U87–






Die	 stabile	 Transfektion	 des	 UBI2K6-pTER	 Vektors	 führte	 in	 U87-Zellen	 auch	 zu	
lichtmikroskopisch	 sichtbaren	 Veränderungen	 der	 Morphologie	 (Daten	 nicht	 gezeigt).	 Die	










mRNA	 der	 UBI2K4	 um	 80	 %	 im	 Vergleich	 zur	 Kontrollgruppe	 erreicht	 werden.	 Auf	
Proteinebene	 ließ	 sich	 dieses	 Ergebnis	 im	Western-Blot	 in	 soweit	 bestätigen,	 als	 dass	 die	
UBI2K4-Proteinkonzentration	unter	der	Nachweisgrenze	lag.		
Der	 transiente	 Knockdown	 der	 UBI2K4	 in	 U87-Zellen	 führte	 zu	 einem	 Abfall	 der	 UBI2K4	
mRNA	Expression	um	90	%	im	Vergleich	zur	Kontrolle	(Abb.	3.6	A).	Es	konnte	auch	bei	den	
U87-Zellen	 im	 Western-Blot	 kein	 UBI2K4-Protein	 nach	 der	 erfolgreichen	 Transfektion	
nachgewiesen	 werden,	 somit	 konnten	 die	 auf	 mRNA-Ebene	 erhobenen	 Ergebnisse	 auf	
Proteinebene	bestätigt	werden	(Abb	3.7).	
	
Der	 siRNA	 vermittelte	 Knockdown	 der	 UBI2K4	 sollte	 nähere	 Aussagen	 zu	 den	 vermuteten	
Tumorsuppressoreigenschaften	 dieser	 Spleißvariante	 der	 PFKFB3	 liefern.	 In	
Voruntersuchungen	unserer	Arbeitsgruppe	konnte	gezeigt	werden,	dass	die	Überexpression	
der	 UBI2K4	 zu	 einer	 Wachstumshemmung	 von	 U87-Zellen	 führt,	 während	 die	
Spleißvarianten	UBI2K5	und	UBI2K6	keinen	Einfluss	auf	die	Proliferation	hatten	(Zscharnack	
et	al.,	2009).	Weiterhin	wurde	gefunden,	dass	die	UBI2K4-mRNA	Konzentration	in	normalem	
Hirngewebe	 und	 in	 niedriggradigen,	 langsam	wachsenden	 Astrozytomen	 signifikant	 höher	
als	in	schnell	wachsenden	hochmalignen	Glioblastomen	ist,	das	heißt	die	UBI2K4	Expression	
ist	 umgekehrt	 proportional	 zur	Malignität	 von	 astrozytären	Gliomen	 (Kessler	 et	 al.,	 2006).	




Eigenschaften	 haben	 könnte.	 In	 dieser	 Arbeit	 sollte	 durch	 die	 Hemmung	 der	 UBI2K4	
Expression	der	vermutete	antiproliferative	Effekt	bewiesen	werden.	Dazu	wurde	ein	siRNA-
vermittelter	 Knockdown	 der	 Spleißvariante	 UBI2K4	 in	 HEK-293-	 und	 U87-Zellen	
durchgeführt.	 Wenn	 die	 UBI2K4	 proliferationshemmend	 wirkt,	 sollten	 durch	 den	 siRNA-





In	 HEK-293-Zellen	 kam	 es	 durch	 den	 UBI2K4	 Knockdown	 neben	 dem	 Abfall	 der	 UBI2K4	
mRNA	 zu	 einer	 Erhöhung	 der	 UBI2K5	mRNA	 Konzentration	 um	 20	%	 im	 Vergleich	 zu	 den	




Ausfall	 der	 enzymatischen	 Aktivität	 der	 UBI2K4	 durch	 die	 UBI2K5	 in	 den	 HEK-293-Zellen	
kompensiert	wird,	weshalb	es	zu	einem	Anstieg	der	UBI2K5	Expression	kommt.		
Im	Weiteren	 untersuchten	wir,	 welche	 Effekte	 der	 induzierte	 UBI2K4	 Knockdown	 auf	 das	
Wachstum	 der	 Zellen	 hat.	 Im	 WST-1-Test	 wurde	 ein	 Abfall	 der	 Zellviabilität	 von	 65	 %	
ermittelt.	Die	 Zellviabilität	 gibt	 das	Verhältnis	 zwischen	 lebenden	und	 toten	 Zellen	 an,	 die	
Summe	 beider	 ergibt	 die	 Gesamtzellzahl.	 Zellen	 können	 entweder	 durch	 Apoptose	 oder	
Nekrose	 avital	 werden.	 Durch	 weiterführende	 Experimente	 soll	 analysiert	 werden,	 ob	 die	
untersuchten	Zellen	vermehrt	der	Apoptose	oder	der	Nekrose	zugeführt	werden.	Der	BrdU-
Test	 hat	 deckungsgleiche	 Ergebnisse	 zum	WST-1-Test	 geliefert.	 Der	 BrdU-Einbau	 war	 um	
55	%	 im	 Vergleich	 zu	 den	 Kontrollzellen	 reduziert.	 Proliferierende	 Zellen	 synthetisieren	
während	 der	 S	Phase	 der	 Mitose	 DNA,	 die	 mit	 dem	 in	 vitro	 Zellproliferationstest	
nachgewiesen	werden	kann.	Je	weniger	neu	synthetisierte	DNA	vorhanden	ist,	umso	höher	
ist	der	Grad	der	Zellschädigung.	Somit	kann	man	die	Ergebnisse	des	WST-1-	und	des	BrdU-
Tests	 dahingehend	 zusammenfassen,	 als	 dass	 eine	 Reduktion	 der	 UBI2K4	 mRNA	
Konzentration	von	80	%	zu	einer	Halbierung	der	Zellviabilität	und	der	Mitoserate	führt.		
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Diese	 Ergebnisse	 der	 kolorimetrischen	 Tests	 ließen	 sich	 auch	 durch	 die	 prolongierten	
Verdopplungszeiten	 in	 den	 ermittelten	 Wachstumskurven	 bestätigen.	 Nach	 fünf	 Tagen	
konnte	 ein	 signifikanter	Unterschied	 zwischen	den	HEK-293-Zellen	mit	UBI2K4	Knockdown	
und	 den	 Kontrollzellen	 festgestellt	 werden.	 Die	 Verdopplungszeit	 hat	 sich	 bei	 den	 mit	
UBI2K4	siRNA	transfizierten	Zellen	um	1,25	h	verlängert,	von	25,25	h	(Scr-siRNA)	auf	26,5	h	
(UBI2K4-siRNA).		
Auch	 im	 durchgeführten	 Soft-Agar-Test,	welcher	 das	 invasive	 dreidimensionale	Wachstum	
von	 Tumorzellen	 nachahmen	 soll,	 konnte	 keine	 Zunahme	des	 invasiven	Wachstums	 durch	
den	 UBI2K4	 Knockdown	 festgestellt	 werden,	 viel	 mehr	 proliferierten	 die	 positiv	
transfizierten	 HEK-293-Zellen	 weniger	 und	 die	 Kolonien	 waren	 auch	 im	 Vergleich	 zu	 den	
Kontrollzellen	 kleiner.	Damit	 ließ	 sich	die	 in	der	 Literatur	beschriebene	 inverse	Korellation	
zwischen	der	UBI2K4	Konzentration	und	dem	dreidimensionalen	Wachstum	(Zscharnack	et	
al.,	 2009)	 in	 HEK-293-Zellen	 nicht	 bestätigen.	 Die	 ermittelten	 Ergebnisse	 sind	 zueinander	
schlüssig,	 stehen	 jedoch	 im	 direkten	 Widerspruch	 zu	 der	 aufgestellen	 These,	 dass	 die	
Spleißvariante	 UBI2K4	 das	 Wachstum	 von	 Tumorzellen	 hemmt	 und	 als	 potenzieller	
Tumorsuppressor	wirkt.	
Unsere	Ergebnisse	sind	mit	denen	von	Calvo	et	al.	 (2006)	vergleichbar,	allerdings	wurde	 in	
dieser	 Arbeitsgruppe	 mit	 der	 Methode	 des	 siRNA	 vermittelten	 Knockdowns	 das	
Gesamtprotein	der	PFKFB3	und	die	UBI2K5	 in	HeLa-Zellen	gehemmt.	Dies	 führte	 zu	einem	




und	 3.11	 ersichtlich,	 konnten	 auch	 wir	 prolongierte	 Teilungsraten	 und	 ein	 reduziertes	
Wachstum	 in	Soft-Agar-Kulturen	durch	die	Hemmung	der	UBI2K4	Expression	erzielen.	Dies	
könnte	 durch	 eine	 verringerte	 Synthese	 des	 stärksten	 allosterischen	 Aktivators	 der	 PFK-1,	
Fruktose-2,6-bishphosphat	 (F2,6BP),	 verursacht	werden	 (Abb.	 1.3)	 (Van	 Schaftingen	 et	 al.,	
1987;	 Okar	 et	 al.,	 1999;	 Rider	 et	 al.,	 2004).	 Das	 F2,6BP	 ermöglicht	 es	 Tumorzellen,	 einen	
erhöhten	glykolytischen	Fluss	aufrechtzuerhalten.	Die	Deletion	eines	Allels	der	PFKFB3	führt	
auch	 in	 ras-transfomierten	 Fibroblasten	 zu	 stark	 erniedrigten	 F2,6BP-Konzentrationen.	
Durch	 Koexpression	 der	 anderen	 PFK-2	 Isoenzyme	 kann	 dieser	 Effekt	 nur	 teilweise	
kompensiert	 werden,	 da	 diese	 weniger	 hohe	 Kinaseaktivitäten	 im	 Vergleich	 zur	 PFKFB3	
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besitzen.	 Somit	 vermuten	wir,	 dass	 der	 Verlust	 der	UBI2K4	 zu	 einer	Wachstumshemmung	
der	 Zellen	 führt,	 da	 weniger	 F2,6BP	 synthetisiert	 wird,	 was	 nicht	 ausschließlich	 durch	 die	
reaktive	 Erhöhung	 der	 UBI2K5	 Konzentration	 ausgeglichen	 werden	 kann.	 Außerdem	wäre	
auch	ein	direkter	Einfluss	der	UBI2K4	auf	die	Zellproliferation	denkbar.	So	wurde	von	Yalcin	
et	 al.	 die	 Translokation	der	 Speißvariante	4	des	PFKFB3-Gens	bzw.	UBI2K4	 in	den	 Zellkern	
nachgewiesen	 (Yalcin	 et	 al.,	 2009).	 Die	 UBI2K5	 und	 auch	 die	 UBI2K4	 besitzen	 ein	
Kerntranslokationssignal	 und	 können	 in	 den	 Kern	 der	 Zellen	 übertreten.	 Dort	 könnte	 die	
UBI2K4	genau	wie	die	UBI2K5	den	Zellzyklus	vorantreiben.	Yalcin	et	al.	zeigten,	dass	durch	
die	 Spleißvariante	 5	 der	 PFKFB3	 (UBI2K5)	 und	 deren	 Produkt	 F2,6BP	 verschiedene	 Cyclin-
abhängige	 Kinasen	 (CDK)	 im	 Zellkern	 aktiviert	 werden	 können.	 Diese	 phosphorylieren	 das	
Cip/Kip	 Protein	 p27,	 ein	 potenter	 Inhibitor	 des	 G1/S	 Übergangs	 im	 Zellzyklus,	 der	 danach	
ubiquitiniliert	 und	 proteosomal	 abgebaut	 wird,	 was	 zur	 Zellzyklusprogression	 führt.	 Das	
bedeutet,	die	PFKFB3	ist	direkt	an	der	Kontrolle	des	Zellzyklus	beteiligt	(Yalcin	et	al.,	2014).	






Durch	 den	 siRNA-vermittelten	 UBI2K4	 Knockdown	 in	 transient	 transfizierten	 U87-Zellen	
wurden	 ähnliche	 Ergebnisse	 wie	 in	 HEK-293-Zellen	 erzielt,	 die	 jedoch	 weniger	 stark	
ausgeprägt	waren.	 Im	Unterschied	zu	den	HEK-293-Zellen	führte	der	UBI2K4	Knockdown	in	
U87-Zellen	zu	einer	signifikanten	Abnahme	der	UBI2K5	Expression	um	25	%	(Abb.	3.6	B)	und	
zu	 einer	 leichten	 Zunahme	 der	 UBI2K6	 Expression	 um	 10	 %	 gemessen	 (Abb.	 3.6	 C).	 Im	
direkten	 Vergleich	 zwischen	 HEK-293-	 und	 U87-Zellen	 kann	 man	 erkennen,	 dass	 in	 U87	
Tumorzellen	 eine	 niedrigere	 Konzentration	 der	 UBI2K4	mRNA	 nachgewiesen	 wurde	 als	 in	
HEK-293-Zellen,	während	die	UBI2K5	und	UBI2K6	mRNA	Konzentrationen	in	beiden	Zelllinien	
nahezu	 identisch	 waren.	 Ebenfalls	 sei	 hier	 erwähnt,	 dass	 die	 HEK-293-Zellen	 neben	 der	
UBI2K4	 (=	Variante	4)	auch	über	eine	Variante	5	verfügen,	die	sich	 im	N-Terminus	von	der	
UBI2K4	 unterscheidet,	 wohingegen	 die	 U87-Zellen	 lediglich	 die	 Variante	 4	 exprimieren	
(persönliche	Mitteilung	M.	Bigl).	 Auch	 in	U87	 Zellen	 führte	der	 Knockdown	der	UBI2K4	 zu	
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einer	 Erniedrigung	 der	 Zellviabilität,	 allerdings	 nur	 um	 12	%	 (Abb.	 3.13	 A)	 und	 zu	 einer	
Abnahme	der	Zellproliferation	um	23	%	(Abb.	3.13	B)	im	Vergleich	zu	den	Kontrollzellen.		




zu	 nennen.	 Bei	 nativen	 HEK-293-Zellen	 wurde	 ein	 UBI2K4/GAPDH	 mRNA	 Verhältnis	 von	
1,5*10-4	gemessen.	wohingegen	bei	nativen	U87-Zellen	ein	UBI2K4/GAPDH	mRNA	Verhältnis	
von	 nur	 2*10-6	 ermittelt	 wurde.	 Dieser	 Unterschied	 um	 den	 Faktor	 100	 könnte	 eine	
Erklärung	 sein,	weshalb	bei	 einem	prozentual	 ähnlichem	Knockdown	der	UBI2K4	mRNA	 in	
U87-Zellen	geringere	Effkte	als	 in	HEK-293-Zellen	erzielt	werden	konnten.	Außerdem	 führt	
der	 UBI2K4	 Knockdown	 zu	 unterschiedlichen	 Veränderungen	 der	 anderen	 PFKFB3	
Spleißvarianten	 in	 beiden	 Zelllinien.	 So	 kommt	 es	 in	HEK-293-Zellen	 zu	 einem	Anstieg	 des	








die	 UBI2K4	 detailliert	 mit	 der	 Methode	 des	 RNA-Silencing	 untersucht	 wurde.	 Andere	
Gruppen	beschäftigten	sich	überwiegend	mit	der	Gesamt-PFKFB3	oder	mit	der	UBI2K5.		
Calvo,	 et	 al.	 untersuchten	 den	 Knockdown	 der	 UBI2K5,	 der	 am	 stärksten	 exprimierten	
Spleißvariante	des	PFKFB3-Gens	 in	 Tumorzellen.	Die	Hemmung	der	UBI2K5	Expression	mit	
spezifischer	 siRNA	 führte	 zu	 einer	 Reduktion	 der	 Glykolyseaktivität	 und	 des	





ganz	 allgemein	 eher	 die	 UBI2K4	 (Variante	 4)	 mit	 längerem	 N-Terminus	 und	 Nicht-
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Astrozytomzelllinien	wie	SH-SH5Y,	HeLa	oder	auch	HEK-293	sowohl	die	Variante	4	als	auch	
die	 Variante	 5	 der	 PFKFB3	 (laufende	Arbeiten	M.	 Bigl).	Welche	 Funktionen	 die	 Variante	 5	









Fusionsprotein	 der	 UBI2K4.	 Um	 den	 Einfluss	 der	 Tag-Sequenz	 auszuschließen,	 wurde	 der	
offene	Leserahmen	der	UBI2K4	in	den	pcDNA3.1-Vektor	kloniert.	Anschließend	wurden	HEK-





Die	 Zellen	 wurden	 im	 Folgenden	 mit	 den	 bereits	 beschriebenen	 kolorimetrischen	 Tests	
untersucht.	 Bei	 UBI2K4-überexprimierenden	 HEK-293-Zellen	 nimmt	 die	 Viabilität	 im	
Vergleich	 zu	 den	 Kontrollzellen	 um	 33	 %	 zu	 und	 die	 Proliferationsrate	 der	
überexprimierenden	Zellen	im	BrdU-Test	steigt	um	57	%	an.	Bei	UBI2K4-überexprimierenden	
U87-Zellen	 nimmt	 die	 Viabilität	 im	 Vergleich	 zu	 den	 Kontrollzellen	 um	 56	 %	 zu	 und	 die	
Proliferationsrate	 der	 überexprimierendenZellen	 im	 BrdU-Test	 steigt	 um	 57	 %	 an.	 Somit	
kann	 man	 zusammenfassen,	 dass	 in	 HEK-293-Zellen	 und	 U87-Zellen	 bei	 10-facher	
Überexpression	der	UBI2K4	mRNA,	eine	fast	identische	Steigerung	der	Proliferationsrate	und	
Viabilität	 induziert	 werden	 kann.	 Damit	 kann	 der	 vermutete	 wachstumshemmende	 Effekt	
der	UBI2K4	durch	Überexpression	des	nativen	Proteins	nicht	bestätigt	werden.	Dies	 ist	mit	
den	 bereits	 beschriebenen	 Ergebnissen	 der	 UBI2K4-Expressionshemmung	 deckungsgleich	
und	schlüssig.	
Man	 muss	 verschiedene	 Ursachen	 für	 die	 Diskrepanz	 zwischen	 den	 bereits	 publizierten	
Daten	 und	 unseren	 Experimenten	 diskutieren.	 Die	 transiente	 Überexpression	 des	 UBI2K4-
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TAP-Fusionsproteins	 verstärkte	 die	 Aktivität	 der	 Gesamt-PFK2	 von	 0,0099	 ±	 0,001	mU/mg	
Protein	in	U87-Zellen	auf	0,79	±	0,06	mU/mg	Protein	in	UBI2K4	überexprimierenden	Zellen,	
das	 ist	 eine	 Zunahme	 um	 das	 80-fache	 (Zschnarnack	 et	 al.,	 2009).	 Man	 kann	 also	 davon	
ausgehen,	dass	das	Protein	durch	die	Fusion	mit	einem	TAP-Rest	nicht	zu	einer	Inaktivierung	
oder	Beeinflussung	des	katalytischen	Zentrums	geführt	hat.	Jedoch	muss	beachtet	werden,	
dass	 der	 TAP-Rest	 etwa	 21	kDA	 groß	 ist	 und	 es	 somit	 ggf.	 eine	 Veränderung	 der	
Konformation	 des	 UBI2K4	 Proteins	 induziert	 wurde,	 was	 wiederum	 zu	 anderen	
Eigenschaften	und	Effekten	führen	kann.	Außerdem	befindet	sich	Im	C-Terminus	der	UBI2K4	
eine	 Translokalisationssequenz.	 Ein	 C-terminaler	 TAP-Rest	 könnte	 diese	 Signalsequenz	
blockieren,	sodass	der	Transport	in	den	Kern	nicht	mehr	möglich	ist	und	das	Fusionsprotein	




Glioblastomzelllinie	 T98G-Zellen,	 die	 durch	 TGF-ß1	 induziert	 wurde.	 Sie	 fanden	 eine	
verstärkte	 Expression	 von	 PFKFB3-mRNA	 und	 PFKFB3-Protein,	 was	 zu	 einer	 erhöhten	
Glukoseaufnahme,	 Laktatproduktion,	 Glykolyserate	 und	 insbesondere	 erhöhten	 Fruktose-
2,6-bisphosphat	 Konzentrationen	 führte	 und	 als	 Folge	 wurde	 die	 Zelltransformation	
verstärkt.	Dies	geschieht	über	die	Aktivierung	des	p38	MAPK	und	PI3K/Akt	Signalweges,	 im	
frühen	Zusammenspiel	mit	den	Smad-Proteinen.	 (Rodriguez-Garcia	et	al.,	2017).	Bei	dieser	
Arbeit	 handelt	 es	 sich	 zwar	 um	 die	 Gesamt-PFKFB3,	 jedoch	 wird	 auch	 hier	 eher	 von	
proliferationsfördernden	Effekten	der	PFKFB3	berichtet.	 In	einer	aktuellen	Übersichtsarbeit	
von	 Roy	 et	 al.	wird	 auf	 die	 Effekte	 der	 PFKFB3	 im	 Zellzyklus	 eingegangen,	welche	 sich	 als	
proliferationsfördernd	 zusammenfassen	 lassen	 (Roy	 et	 al.,	 2017).	 Die	 proglykolytischen	
Eigenschaften	 der	 PFKFB3	 wurden	 bereits	 mehrfach	 beschrieben,	 welche	 zu	 einer	
gesteigerten	anaeroben	ATP	Gewinnung	der	Zellen	führen	(Yalcin	et	al.,	2014;	Klarer	et	al.,	
2014;	 Rodriguez-Rodriguez	 et	 al.,	 2012).	 Yalcin	 et	 al.	 zeigten,	 dass	 durch	 die	 PFKFB3	 und	
deren	 Produkt	 F2,6BP	 verschiedene	 Cyclin-abhängige	 Kinasen	 (CDK)	 im	 Zellkern	 aktiviert	
werden	können.	Diese	phosphorylieren	das	Cip/Kip	Protein	p27,	ein	potenter	 Inhibitor	des	




Überexpressionsexperimente,	 mit	 denen	 der	 aktuellen	 Literatur	 vergleichbar.	 Erniedrigte	
Konzentrationen	der	PFKFB3,	bzw	in	unserem	Fall	der	Spleißvariante	UBI2K4,	führen	eher	zu	






Es	 wurde	 ein	 Antikörper-Mikroarray	 der	 Firma	 Sciomics	 verwendet,	 auf	 dem	 Antikörper	
gegen	 Differenzierungsantigene	 der	 Zellmembran	 immobilisiert	 sind.	 Mit	 dem	Mikroarray	
können	CD-Markerproteine,	 aber	 auch	 relevante	 Zytokine,	 Chemokine	 und	 entsprechende	
Rezeptormoleküle	 detektiert	werden.	 Der	 Bezug	meiner	 Arbeit	 zu	 immunmodulatorischen	
Proteinen	 besteht	 darin,	 als	 das	 der	 Warburg	 Effekt	 nicht	 nur	 in	 Tumorzellen	 eine	
entscheidende	Rolle	spielt,	sondern	auch	für	Immunzellaktivitäten	beschrieben	wurde	(Shi	et	
al.,	 2017).	 So	 können	 T-Zellen	 bei	 Antigenkontakt	 von	 oxidativer	 Phosphorylierung	 auf	
aerobe	Glykolse	umschalten	um	genügend	ATP	und	Präkursoren	für	die	Metabolitsynthese	
zu	 synthetisieren.	 Gleichzeitig	 werden	 Tumoren	 immer	 auch	 von	 Veränderungen	 in	
Immunzellen	 begleitet	 und	 umgekehrt	 können	 chronische	 Entzündungen	 als	 Ursachen	 für	
Tumore	 eine	 Rolle	 spielen	 (Trinchieri,	 2011).	 Die	 T-Zell-Aktivierung	 geht	 einher	 mit	 einer	
schnellen	Zunahme	an	PFKFB3	(Telang	et	al.,	2012).	
Es	 konnte	mit	 dieser	Methode	 eine	 ganze	 Reihe	 von	 statistisch	 relevanten	Unterschieden	
von	Proteinen	zwischen	den	HEK-293-Zellen	mit	UBI2K4	Knockdown	und	den	Kontrollzellen	
gefunden	 werden.	 Durch	 den	 UBI2K4	 Knockdown	 wurden	 vor	 allem	 Proteine	 der	
unspezifischen	 Immunantwort	 aber	 auch	 andere	 Zelloberflächen-Antigene	 verändert.	 Eine	
signifikante	 Erhöhung	 konnte	 für	 CD71,	 CD15,	 Interferon	 γ	 (IFNγ)	 und	 CD45RA	 gezeigt	
werden,	 eine	 signifikante	 Abnahme	 fanden	 wir	 unter	 anderem	 für	 IL-4	 und	 10,	 HLA-ABC,	
CD16,	 CD20,	 CD9,	 CD10,	 CD29,	 CD95,	 CD147	 und	 TRAIL.	 Aus	 einer	
Konzentrationsveränderung	 von	 Proteinen	 kann	 man	 darauf	 schließen,	 dass	 die	 UBI2K4	
direkt	 oder	 indirekt	 die	 Expression	 dieser	 Proteine	 hemmt	 bzw.	 fördert	 oder	 den	 Abbau	
hemmt	oder	verstärkt.		
Vorab	sei	zusammengefasst,	dass	bei	den	getesteten	Proteinen	der	Konzentrationsabfall	der	
Proteine	 bei	 gleichzeitigem	 UBI2K4	 Knockdown	 überwiegt.	 Dies	 lässt	 sich	 wahrscheinlich	
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damit	 erläutern,	 dass	 die	 UBI2K4	 wie	 in	 den	 vorherigen	 Kapiteln	 beschrieben,	 eher	












al.,	 2004).	 IFN	γ	wird	unter	 anderem	von	NK-Zellen	 synthetisiert,	 aber	 auch	 von	CD4	TH1-
Zellen	und	CD8	zytotoxischen	T-Zellen	 (Schoenborn	und	Wilson,	2007).	 IFN	γ	 stimuliert	die	
MHC-I	und	II-Synthese,	 aktiviert	 Makrophagen,	 kann	 aber	 auch	 direkt	 von	 Tumorzellen	
produziert	 werden	 und	 damit	 die	 Mikroumgebung	 beeinflussen	 (Parker	 et	 al.,	 2016).	 In	
Glioblastomen	und	anderen	Tumoren	 sind	häufig	MHC-I-Moleküle	vermindert	 (Finocchiaro	
und	 Pellegatta,	 2014),	 gleichzeitig	 verlieren	 NK-Zellen	 ihre	 Fähigkeit	 zur	 Zytotoxizität	
(Kozlowska	 et	 al.,	 2016).	 An	 der	 Resistenz	 der	 Glioblastomzellen	 gegenüber	 der	 NK-
Zytotoxizität	ist	INF	γ	beteiligt	(Kozlowska	et	al.,	2016).	Über	eine	Synthese	von	INF	γ	in	HEK-
293-Zellen	 ist	 wenig	 bekannt,	 allerdings	 konnten	 Chen	 zeigen,	 dass	 sich	 nach	 Gabe	 von	
antiinflammatorischen	Stoffen	der	Interferon-stimulated	transcription	factor	3	erhöht,	d.h.,	
dass	in	HEK-293	Zellen	prinzipiell	auch	IFN	γ	produziert	werden	kann	(Chen	et	al.,	2006).	Die	
Arbeitsgruppe	 um	 Chang	 fanden	 heraus,	 dass	 die	 Transkription	 von	 IFN	γ	 vor	 allem	 in	
Polysomen	von	aktivierten	T-Zellen	statt	findet,	die	aerobe	Glykolyse	betreiben	(Chang	et	al.,	
2013).	 Einen	 Zusammenhang	 zwischen	 der	 Erhöhung	 von	 INF	 γ	 und	 dem	 Knockdown	 der	
UBI2K4	 lässt	 sich	 an	 dieser	 Stelle	 schwierig	 diskutieren,	 zeigt	 aber	 zumindest	 einen	
Zusammenhang	zwischen	Glukosemetabolismus	und	Zytokin-Antwort	am	Beispiel	von	INF	γ.	
	
Auch	 das	 Zelladhäsionsmolekül	 CD15	 (auch	 SSEA-1	 oder	 Lewis	 X)	 wird	 durch	 die	 UBI2K4	
erniedrigt.	Es	spielt	bei	der	Phagozytose	und	Chemotaxis	eine	Rolle,	gilt	aber	auch	als	“don’t	
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eat	 me”	 Signal	 und	 ist	 bei	 vielen	 Tumoren	 eher	 erhöht	 und	 erniedrigt	 den	 Erfolg	 einer	
Chemotherapie	 (Giordano	 et	 al.,	 2015).	 Unabhängig	 davon	 ist	 CD15	 ein	 Glykoprotein-
Marker,	 vor	 allem	 für	 neurale	 Stammzellen	 (Yanagasiwa,	 2011).	Während	 der	 neuronalen	
Entwicklung	scheint	CD15	für	Zell-Zell-Interaktionen	eine	Rolle	zu	spielen	(Kenney-Herbert	et	
al.,	2015).	Son	et	al.	(2009)	konnten	zeigen,	dass	CD15	auch	einen	Marker	für	Glioblastome	
darstellt,	 aber	 nicht	 in	 allen	 Tumoren	 präsent	 ist	 (Takaishi	 et	 al.,	 2009).	 Unsere	
Veränderungen	 sind	 bis	 jetzt	 in	 HEK-293-Zellen	 gefunden	 worden.	 Hier	 sei	 noch	 einmal	
darauf	hingewiesen,	dass	in	HEK-293-Zellen	auch	neuronale	Marker	gefunden	wurden	(Shaw	
et	al.,	2002)	und	manche	Autoren	von	einem	neuronalen	Abstammungsphänotyp	sprechen	









Ebenfalls	 hatte	 die	 UBI2K4	 einen	 direkten	 oder	 indirekten	 hemmenden	 Einfluss	 auf	 die	
Konzentration	des	Rezeptorproteins	CD45RA.	Dabei	handelt	es	sich	um	einen	Vertreter	der	
membrangebundenen	 Protein-Tyrosin-Phosphatasen.	 Dies	 ist	 eine	 Familie	 von	 Proteinen,	
welche	 die	 Dephosphorylierung	 von	 Tyrosinresten	 katalysieren	 (Desai	 et	 al.,	 1994).	 Der	
Rezeptor	ist	bekannt	dafür,	dass	durch	ihn	verschiedene	zelluläre	Prozesse	reguliert	werden,	
wie	 Wachstum,	 Differenzierung,	 Mitose	 und	 onkogene	 Transformation	 (Brownlie	 und	
Zamoyska,	 2013).	 Dieser	 Rezeptor	 scheint	 insbesondere	 bei	Mikrogliazellen	 und	NK-Zellen	
eine	 Rolle	 zu	 spielen,	 welche	 wiederum	 in	 soliden	 Glioblastomen	 Funktionen	 wie	 den	
Glutamintransport	beeinflussen	 (Choi	et	al.,	2015).	Da	es	sich	 jedoch	bei	unserem	Versuch	
um	 reine	 HEK-293-Zellen	 handelte	 und	 kein	 Zellgemisch	 aus	 mehreren	 Zelltypen,	 kann	
anhand	der	aktuellen	Literatur	kein	Hinweis	auf	die	Funktion	von	CD45RA	gefunden	werden.	
Der	 Transferrin	 Rezeptor	 1	 (TfR1)	 oder	 auch	 CD71	 ist	 für	 die	 zelluläre	 Eisenaufnahme	
verantwortlich	(Ponka	et	al.,	1999).	Transferrin	und	damit	Eisen	wird	für	das	Zellwachstum	
benötigt.	 Proliferierende	 Zellen	 benötigen	 generell	 mehr	 Eisen	 als	 nicht	 proliferierende	
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Zellen	(Wang	et	al.,	2010).	Auch	die	meisten	Glioblastome	zeigen	eine	verstärkte	Expression	
des	 Rezeptors	 (Voth	 et	 al.,	 2015).	 In	 der	 Literatur	 gibt	 es	 bis	 jetzt	 keinen	 Zusammenhang	
zwischen	PFKFB3	Expression	und	dem	Eisenstoffwechsel.	Eine	Abnahme	des	Zellwachstums	





Neben	 den	 gefundenen	 Erhöhungen	 von	 Proteinen	 durch	 die	 UBI2K4-Hemmung	 wurden	
immunologisch-wirksame	 Proteine,	 Proteine	 der	 Zellkommunikation	 und	 des	




werden.	Am	deutlichsten	 ist	nach	dem	UBI2K4	Knockdown	 Interleukin-4	verringert.	 IL-4	 ist	
ein	Zytokin	mit	anti-inflammatorischen	Eigenschaften,	das	unter	anderem	die	körpereigene	
Produktion	 von	 TH1-Zellen	 und	Makrophagen	 sowie	 von	 IFN	 γ	 und	 IL-12	 verringert.	 Es	 ist	
somit	wichtig	für	die	Homöostase	des	Immunsystems.	IL-4	differenziert	native	CD4+	T-Zellen	
(TH0)	 zu	 TH2-Zellen,	 denen	 generell	 eine	 anti-inflammatorische	 Rolle	 zugeschrieben	wird.	
IL-4	 stimuliert	 aktivierte	B-Zellen	und	 führt	 zu	einem	 Immunglobulin-Klassenwechsel	 (class	
switch)	von	IgM	zu	IgE	und	IgG4	(Holter	et	al.,	1992).	In	HEK-293-Zellen	wird	IL-4	exprimiert	
(Mojarrad	 et	 al.,	 2011).	 IL-4	 kann	 durch	 seine	 immunmodulatorischen	 Eigenschaften	 als	
wichtig	 für	 den	 Tumorstoffwechsel	 angesehen	werden,	 da	 es	 über	 unterschiedliche	Wege	
die	 Genexpression	 von	 weiteren	 Proteinen	 mit	 beeinflusst.	 Interessanterweise	 wird	 in	
unseren	Knockdownexperimenten	der	UBI2K4	die	IL-4	Expression	gehemmt,	während	IFN	γ	
ansteigt,	 was	 die	 antagonistische	 Wirkung	 dieser	 Zytokine	 verdeutlicht.	 So	 könnte	 die	
UBI2K4	bei	der	Repression	IFN	γ	induzierter	Gene	durch	IL-4	als	Kofaktor	von	Bedeutung	sein	
(Ohmori	und	Hamilton,	2000).	
Ein	 weiteres	 immunmodulatorisches	 Protein,	 welches	 durch	 den	 UBI2K4	 Knockdown	
gehemmt	 wird,	 ist	 IL-10,	 welches	 den	 Körper	 vor	 überschießenden	 Immunreaktionen	
schützen	 soll,	 da	 es	 im	 Allgemeinen	 entzündungshemmend	 wirkt.	 Eine	
Konzentrationserniedrigung	 führt	 zu	 einer	 tendentiell	 stärkeren	 Immunantwort	 (Ng	 et	 al.,	
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2013).	 Es	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 Glioblastome	 in	 ihrer	 direkten	 Umgebung	 eine	
erhöhte	 IL-10	 Konzentration	 besitzen,	 um	 sich	 somit	 der	 Immunreaktion	 des	 Patienten	 zu	
entziehen	 (Choi	 et	 al.,	 2015).	 Da	 die	 UBI2K4	 in	 erniedrigter	 Konzentration	 zu	 einem	









Im	 Folgenden	 soll	 auf	 ein	 Protein	 eingegangen	 werden,	 welches	 maßgeblich	 an	 der	
Zellkommunikation	 und	 dem	 Metabolittransport	 beteiligt	 ist	 und	 sich	 ebenfalls	 als	
potentielles	Protoonkogen	herausgestellt	hat.	CD147	(Synonym	Basigin)	ist	ein	Glykoprotein	
in	 der	 Zellmembran.	 Die	 Expressionshemmung	 von	 Basigin	 in	 Tumorzellen	 führt	 zu	 einer	
reduzierten	 Proliferation,	 Adhäsions-	 und	Migrationsaktivität	 der	 Zellen.	 Dieses	 Protein	 ist	
auch	 mit	 metabolischen	 Leistungen	 verknüpft	 (Chen	 et	 al.,	 2008).	 CD147	 führt	 bei	
Überexpression	zu	einer	gesteigerten	Glykolyse	und	einem	erhöhtem	Efflux	von	Laktat	aus	
den	 Tumorzellen,	 dies	 führt	 wiederum	 zu	 einem	 metabolischen	 Vorteil	 von	 Tumorzellen	
gegenüber	 normalen	 Zellen,	 induziert	 Matrixmetalloproteinasen	 und	 fördert	 das		
Tumorwachstum	in	der	sauren	Mikroumgebung	(Li	et	al.,	2016).		Sameshima	et	al.	konnten	
zeigen,	 dass	 die	 Basiginkonzentration	 direkt	 mit	 der	 Malignität	 der	 Glioblastomzellen	
korreliert	 und	 dass	 hohe	 Basiginkonzentrationen	 in	 hochgradig	 malignen	 Gliomen	
nachzuweisen	 sind	 (Sameshima	 et	 al.,	 2000).	 CD147	 ist	 essentiell	 für	 die	 Funktion	 der	
Monocarboxylattransporter	 1,	 4	 und	 12	 und	 damit	 für	 den	 Laktattransport	 der	 Zellen	
(Wilson	 et	 al.,	 2005).	 Dieser	 Transport	 ist	 bei	 hohen	 Stoffwechselaktivitäten,	 wie	 sie	 bei	
Tumoren	der	Fall	sind,	notwendig,	damit	sich	die	vorwiegend	anaerob	aktiven	Tumorzellen	
des	 Laktates	 entledigen	 können.	 Basigin	 scheint	 somit	 als	 Protoonkogen	 zu	 fungieren,	




Bemerkenswert	 ist	 auch,	 dass	 sich	 mehrere	 Apoptose-assoziierte	 Proteine	 in	 einer	
geringeren	 Konzentration	 nachweisen	 ließen.	 TRAIL	 (Tumor	 Necrosis	 Factor	 Related	
Apoptosis	Inducing	Ligand)	ist	ein	Apoptose	induzierendes	Zytokin	(Song	et	al.,	2000).	TRAIL	
kommt	in	Tumoren	in	erhöhter	Konzentration	vor	und	kann	die	Apoptose	von	Tumorzellen	
induzieren	 (Mérino	 et	 al.,	 2007).	 Durch	 den	 Knockdown	 der	 UBI2K4	 kommt	 es	 zu	 einer	
erniedrigten	Konzentration	von	TRAIL	und	auch	von	CD95.	CD95	gehört	 zur	TNF-Rezeptor-
Familie,	 welche	 die	 Apoptose	 nach	 Ligandenbindung	 auslösen	 kann	 und	 scheint	 somit	
tendenziell	 ein	 Tumorsuppressor	 zu	 sein.	 Zunächst	 erscheint	 es	 nicht	 logisch,	 dass	 die	
Konzentrationen	 von	 TRAIL	 und	 CD95	 beim	 Knockdown	 der	 UBI2K4	 abnehmen,	 da	 man	
aufgrund	 ihrer	Apoptose-fördernden	Wirkung	 in	weniger	proliferierenden	Zellen	eher	eine	
Konzentrationssteigerung	dieser	Proteine	vermuten	würde.	Jedoch	wurde	in	einer	aktuellen	
Übersichtsarbeit	 dargestellt,	 dass	 CD95	 nicht	 immer	 zwangsläufig	 die	 Apoptose	 auslöst	
sondern	 auch	 andere	 Stoffwechselwege	mit	 beeinflusst	 (Le	 Gallo	 et	 al.,	 2017).	 Außerdem	
scheint	eine	Vielzahl	von	Tumoren	eine	Resistenz	gegenüber	CD95	etabliert	zu	haben	(Peter	
et	 al.,	 2015).	 Eine	 Stimulierung	 von	 CD95	 erhält	 die	 sogenannte	 Stammzellfähigkeit	 in	
Glioblastomen	 (Drachsler	 et	 al.,	 2016)	 und	 verschlechtert	 damit	 die	 Prognose	 bei	




um	 das	 humane	 Leukozytenantigen-System	 der	 Klasse	 Ia,	 ein	 für	 jeden	 Menschen	
spezifisches	 Proteinmuster,	 welches	 auf	 der	 Oberfläche	 der	 Zellen	 zu	 finden	 ist	 und	
insbesondere	 bei	 potenziellen	 Transplantationen	 beachtet	 werden	 muss.	 Magro	 et	 al.,	





Abschließend	 kann	 man	 sagen,	 dass	 die	 Rolle	 von	 Metaboliten	 und	 Enzymen	 des	
Tumorstoffwechsels	bei	der	adaptiven	Immunantwort	gegen	Tumoren	in	den	letzten	Jahren	
zunehmend	an	Bedeutung	gewonnen	hat.	Wir	wollten	der	Frage	nachgehen,	 inwieweit	ein	
glykolytisches	 Enzym	wie	 die	 UBI2K4	 auch	 immunologische	 Parameter	 beeinflussen	 kann.	
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Die	Versuche	fanden	mit	HEK-293-Zellen	statt,	die	einen	Knockdown	der	UBI2K4	aufwiesen.	
Man	muss	 sagen,	dass	die	Ergebnisse	 in	U87-Zellen	und	 in	 Immunzellen	verifiziert	werden	
sollten.	 Zusammenfassend	 konnten	 wir	 in	 HEK-293-Zellen	 eine	 Reihe	 von	 Veränderungen	




hier	 eine	 direkte	 Beeinflussung	 immunologischer	 Prozesse	 vorliegt	 oder	 ob	 die	 Parameter	

















































Glioblastome	 sind	 die	 aggressivsten	 und	 häufigsten	 Hirntumore	 beim	 Menschen	 und	
entziehen	sich	weiterhin	einem	kurativen	Therapieansatz.	Wie	die	meisten	malignen	Tumore	
zeigen	 Glioblastome	 den	 sogenannten	Warburg	 Effekt,	 eine	 gesteigerte	 aerobe	 Glykolyse.	
Ein	Schlüsselenzym	der	Glykolyse	 ist	die	6-Phosphofrukto-1-kinase	 (PFK-1),	deren	 stärkster	
allosterischer	 Aktivator	 Fruktose-2,6-bisphosphat	 (F2,6BP)	 ist.	 Die	 zelluläre	 Konzentration	
von	 F2,6BP	 wird	 von	 dem	 bifunktionalen	 Enzym	 6-Phosphofrukto-2-kinase/Fruktose-2,6-
bisphosphatase	(PFK-2)	reguliert.	Im	Menschen	existieren	vier	PFK-2-Isoenzyme	(PFKFB1-4),	
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die	 gewebespezifisch	 exprimiert	 werden.	 Die	 PFKFB3	 hat	 das	 höchste	
Kinase/Bisphosphatase-	Aktivitätsverhältnis	von	710:1	innerhalb	der	PFK-2-Familie	und	wird	
in	 Tumorzelllinien	 und	 verschiedenen	 malignen	 Tumoren	 überexprimiert.	 In	 humanem	
Hirngewebe	 wurden	 sechs	 alternative	 Spleißvarianten	 der	 PFKFB3-mRNA	 (UBI2K1–6)	
beschrieben,	 welche	 sich	 in	 der	 C-terminalen	 Region	 unterscheiden.	 Neuere	
Untersuchungen	im	Verlauf	dieser	Arbeit	ergaben,	dass	es	auch	Spleißvarianten	gibt,	die	in	
der	N-terminalen	Region	variieren,	sodass	insgesamt	10	Spleißvarianten	der	PFKFB3	bekannt	
sind.	 Die	 spezifischen	 Funktionen	 im	 Zellstoffwechsel	 wurden	 bisher	 nur	 für	 die	
Spleißvariante	 UBI2K5	 untersucht,	 die	 der	 anderen	 	 Spleißvarianten	 sind	 weitestgehend	
unbekannt.	
Das	 Ziel	 der	 vorliegenden	Arbeit	war,	 die	 Bedeutung	der	 PFKFB3	 Spleißvariante	UBI2K4	 in	
Glioblastomen	 für	 den	 Stoffwechsel	 und	 das	 Wachstum	 dieser	 Tumore	 am	 Modell	 der	
humanen	 U87-Glioblastomzelllinie	 aufzuklären	 und	 die	 These,	 dass	 die	 UBI2K4	 eine	
proliferationshemmende	Funktion	hat,	zu	überprüfen.	




und	 Zellproliferation	 führte.	 Die	 Verdopplungszeiten	 waren	 prolongiert	 und	 auch	 das	
dreidimensionale	Wachstum	in	Soft-Agar-Kulturen	war	reduziert.	Bei	HEK-293-Zellen	wurde	
der	 UBI2K4	 Knockdown	 durch	 einen	 signifikanten	 Anstieg	 der	 UBI2K5	 mRNA	 Expression	
kompensiert.	Die	UBI2K6	Expression	blieb	unverändert.	Bei	U87-Zellen,	deren	native	UBI2K4	
mRNA	 Expression	 sehr	 gering	 ist,	 wurde	 eine	 UBI2K5	 mRNA	 Reduktion	 bei	 gleichzeitiger	
Hemmung	 der	 UBI2K4	 Expression	 festgestellt,	 während	 die	 UBI2K6	mRNA	 leicht	 zunahm.	
Weiterhin	 konnte	 im	 Western	 Blot	 gezeigt	 werden,	 dass	 in	 HEK-293-Zellen	 neben	 der	
Spleißvariante	UBI2K4,	 auch	 als	Variante	4	bezeichnet,	 auch	die	neu	entdeckte	Variante	5	
exprimiert	 wird.	 In	 U87-Zellen	 konnte	 nur	 die	 Expression	 der	 Variante	 4	 nachgewiesen	
werden.	 In	 einem	 Antikörper-Mikroarray	 wurde	 gezeigt,	 dass	 die	 UBI2K4	 die	 Expression	




Im	 zweiten	 Teil	 dieser	 Arbeit	wurde	 das	 native	 Protein	 der	 UBI2K4	 in	 HEK-293-	 und	U87-
Zellen	 überexprimiert.	 Die	 Zellen	 mit	 einer	 gesteigerten	 UBI2K4	 Proteinkonzentration	
konnten	schneller	proliferieren	und	zeigten	eine	gesteigerte	Zellviabilität.	DIese	Ergebnisse	
korrelieren	mit	 den	bereits	 beschriebenen	Ergebnissen	des	UBI2K4	Knockdowns	 im	ersten	
Teil	dieser	Arbeit.	
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